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Sommario
L’elaborato e` strutturato in due parti. Nella prima, prettamente compila-
tiva, si vuole fornire uno strumento riassuntivo in materia di inquinamento
dei suoli e successiva bonifica dei siti contaminati. Nella seconda parte si
descrive una prova sperimentale, condotta in ambiente controllato di labo-
ratorio, volta a riscontrare se l’eventuale stimolazione della flora microbi-
ca a livello del terreno, ottenuta tramite impiego di biostimolanti, possa
velocizzare la decontamianzione in un suolo inquinato da idrocarburi. A
tale scopo sono stati preparati campioni di terreno sui quali sono stati di-
stribuiti a due diverse concentrazioni (25 e 50 TS.O. · ha−1) due differenti
biostimolanti (Viva®e AU15%®) forniti dalla ditta Valagro®Corporate e
contaminati con una miscela di idrocarburi (fenantrene e pirene). Durante
il periodo di incubazione di 45 giorni, sono state prelevate porzioni di terre-
no dai campioni da sottoporre alle analisi. Quest’ultime hanno riguardato
l’attivita` microbiologica, le principali attivita` enzimatiche, il monitoraggio
delle concentrazioni residue nel terreno di fenantrene e pirene tramite ana-
lisi gas-cromatografica. I principali risultati indicano che l’applicazione di
biostimolanti al suolo aumenta l’attivita` biologica complessiva e allo stesso
tempo evidenzia una diversita` di comportamento da parte dei due prodotti
testati, i quali producono i loro effetti a tempi diversi nei confronti del-
le varie attivita` enzimatiche. Il biostimolante Viva® appare, in genere il
prodotto piu` efficace nei confronti di quasi tutte le attivita` enzimatiche mo-
nitorate. Nelle fasi iniziali dell’incubazione, la dose minore di applicazione
del prodotto sembra la piu` efficace; per contro, la dose piu` elevata applicata
al suolo esplica la sua azione biostimolante in misura maggiore nei periodi
finali della prova. Nel nostro studio, al termine del periodo di incubazione,
abbiamo riscontrato una percentuale di degradazione del pirene pari a circa
il 30% contro una percentuale quasi completa del fenantrene. I due biosti-
molanti, ad entrambe le dosi, non si sono rivelati particolarmente efficaci,
nel breve periodo esaminato, nell’accelerare i processi di degradazione dei 2
idrocarburi applicati.
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1.1 Storia di una classe di fertilizzanti
Le piante possono migliorare la loro nutrizione e superare stati tempora-
nei di stress biotici e abiotici attraverso l’assorbimento radicale o l’azione
a livello della rizosfera di sostanze che possono migliorare la struttura e la
consistenza degli apparati radicali (Ciavatta and Cavani, 2006). Oltre al-
l’importanza attribuita all’assorbimento radicale anche gli apparati fogliari,
in diversa misura, possono assorbire molecole organiche di piccole dimensioni
come amminoacidi o peptidi a bassa massa molecolare, che possono miglio-
rare, favorire o regolare l’assorbimento degli elementi nutritivi correggendo
determinate anomalie di tipo fisiologico.
A queste azioni, di tipo ormono-simile puo` essere attribuito il termine di
“biostimolazione” mentre i fertilizzanti che, oltre ad apportare elementi della
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fertilita`, esplicano tali azioni accessorie possono essere ridefiniti “fertilizzanti
ad azione biostimolante” (Ciavatta and Cavani, 2006).
L’inserimento dei biostimolanti nella legislazione sui fertilizzanti ha da
sempre presentato una serie di problematiche, a cominciare da quelle di
ordine legislativo, che hanno avuto termine in data 5 luglio 2006 con l’entrata
in vigore del Decreto Legislativo n. 217 del 29 aprile 2006 “revisione della
disciplina in materia di fertilizzanti”, pubblicato sulla G.U. n. 141 del 20
giugno 2006 Suppl. Ordinario n. 152. (Ciavatta and Cavani, 2006).
La precedente Legge n. 748 del 19 ottobre 1984, contestualmente abro-
gata, non prevedeva alcuna categoria specifica per i biostimolanti e quindi
un loro inserimento negli allegati era da sempre risultato problematico.
Con la pubblicazione del D.Lgs. 217/06 molti degli ostacoli relativi al-
la normativa precedente sono stati superati. L’art. 2. del decreto recante
“Definizioni ”recita: prodotti ad azione specifica; i prodotti che ap-
portano ad un altro fertilizzante e/o al suolo e/o alla pianta, sostanze che
favoriscono o regolano l’assorbimento degli elementi nutritivi o correggo-
no determinate anomalie di tipo fisiologico, i cui tipi e caratteristiche sono
riportati nell’allegato 6.
Pertanto all’Allegato si riportano tipi e caratteristiche dei prodotti ad
azione specificafra i quali anche i Biostimolanti (Ciavatta and Cavani,
2006).
La legge, molto opportunamente, impone che “Per tali prodotti e` obbli-
gatorio descrivere in etichetta dosi da impiegare e modalita` d’uso” essendo
prodotti che esplicano la loro attivita` a dosi molto piu` basse rispetto ai tradi-
zionali concimi e le modalita` d’uso possono cambiare in relazione alla specie
vegetale, allo stato fenologico della pianta, al clima. In base a cio` e` quin-
di necessario fissare dosi e modalita` d’uso al fine di ottimizzarne l’impiego
(Ciavatta and Cavani, 2006).
Un altro aspetto importante riguarda la presenza nei prodotti dei fitor-
moni. A tale riguardo il D.Lgs. 217/06 stabilisce che “L’attivita` biosti-
molante non deve derivare dall’addizione di sostanze ad azione fitormonale
al prodotto”. Si tratta di una precisazione molto importante in quanto,
sebbene sia chiaro che non si possono in alcun modo aggiungere principi
attivi riconducibili a fitormoni, e` ragionevole avere utilizzato l’allocuzione
“dall’addizione” piuttosto che “dalla presenza”, in quanto estratti di origine
vegetale possono contenere naturalmente fitormoni (Ciavatta and Cavani,
2006).
Per quanto riguarda la possibilita` di procedere a miscelare prodotti con
attivita` biostimolante con altri fertilizzanti, il D.Lgs. 217/06 e` altrettan-
to chiaro: “Salvo approvazione della Commissione tecnico-consultiva di cui
all’Art. 9, non e` consentito dichiarare proprieta` biostimolanti alle miscele
dei prodotti di questa sezione con altri fertilizzanti”. In altri termini, le
proprieta` biostimolanti di un fertilizzante non possono essere trasferite ad
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una miscela, ma devono essere comprovate da prove sperimentali ex novo.
In Tabella 1.1 sono mostrati i biostimolanti attualmente in commercio.
N. Denominazione
del Tipo
Modo di prepa-
razione e compo-
nenti essenziali
Titolo minimo in
elementi e/o so-
stanze utili
Elementi e/o so-
stanze utili il cui
titolo deve essere
dichiarato
Note
1. Idrolizzato pro-
teico di erba
medica
Prodotto otte-
nuto per idrolisi
enzimatica di
un estratto pro-
teico di erba
medica a base di
amminoacidi e
peptidi
15% C organico;
4,5% N organico;
28% amminoacidi
totali;
3,5% amminoaci-
di liberi;
C organico di ori-
gine biologica;
N organico Am-
minoacidi totali
Amminoacidi
liberi;
Il rapporto: (Ala-
nina + Glicina)/
(Prolina + acido
glutammico) non
deve discostarsi
sensibilmente
dall’unita`
2. Epitelio animale
idrolizzato(solido
o fluido)
Residui di epite-
lio animale prove-
nienti da concerie
e da macelli, idro-
lizzati con acidi
minerali
4% N; Azoto va-
lutato come azo-
to organico, di cui
almeno 1% azoto
organico solubile;
15% C organico;
Rapporto C/N:
non superiore a
6;
Azoto organico;
Azoto organico
solubile;
C organico;
Rapporto C/N;
Peso molecolare
medio degli idro-
lizzati proteici.
Rapporto glici-
na/(prolina+
idrossi-
prolina)=1,1
Grado di idrolisi
sul secco >330
Amminoacidi
liberi <10%
Il prodotto pre-
senta proprieta`
biostimolanti
Tabella 1.1: Specifiche tecniche ed agronomiche per i prodotti biostimolanti attualmente
presenti sul mercato
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1.2 L’attivita` biostimolante
I biostimolanti sono generalmente prodotti di natura organica che possono
contenere, separatamente o in combinazione, batteri del suolo, funghi, atti-
nomiceti o alghe, amminoacidi, sostanze umiche, silicati di potassio, e acido
salicilico (Nardi et al., 2006).
Dalle ricerche degli ultimi anni risulta che l’utilizzo dei biostimolanti in
campo porta ad un aumento della biomassa della coltura e della resa attra-
verso meccanismi anche molto diversi. Gli effetti piu` frequenti appaiono la
stimolazione dell’attivita` microbica, l’aumento dell’attivita` di diversi enzimi
del suolo e vegetali, l’incremento della produzione nel suolo di ormoni e/o
di regolatori la crescita delle piante e l’attivazione di numerosi parametri
del metabolismo vegetale. I biostimolanti agiscono in modo diverso rispetto
ai fertilizzanti in quanto non basano la loro azione sull’apporto di elementi
nutritivi, pur agendo sul metabolismo microbico e vegetale (Nardi et al.,
2006).
I biostimolanti, grazie alla loro capacita` di normalizzare lo sviluppo del-
le piante sottoposte a stress abiotici causati da agenti climatici (tempera-
ture estreme, siccita`, eccessi di umidita`) ed ambientali (salinita`, sostanze
inquinanti), possono contribuire efficacemente all’ottenimento di produzio-
ni agricole con gli attesi parametri qualitativi e quantitativi (Apone et al.,
2006). La loro azione e` spesso associata ad un’incrementata risposta delle
difese naturali della pianta nei confronti degli stress abiotici. Anche le fasi
fenologiche della coltura che forzino l’attivita` biosintetica (ad esempio fiori-
tura e formazione del frutto) possono essere convenientemente assimilate ad
una condizione di stress abiotico e trovare vantaggio dall’applicazione di un
biostimolante (Apone et al., 2006).
Le moderne tecnologie di indagine scientifica permettono di evidenzia-
re i meccanismi biochimici e le espressioni geniche che sono alla base degli
effetti fisiologici derivanti dall’applicazione dei biostimolanti. Pertanto di-
venta possibile caratterizzare un biostimolante associandolo ad un definito
meccanismo d’azione (Apone et al., 2006).
Il Siapton®, per esempio, e` in grado di normalizzare lo sviluppo di
piante coltivate in suoli ad elevata salinita` (Mladenova, 1998); l’effetto posi-
tivo di queste applicazioni puo` essere apprezzato attraverso la ricognizione
dell’apparato radicale di piante di pomodoro, cv. Marmande, cresciute in
condizioni di elevata salinita` e trattate con Siapton®, a confronto di piante
non trattate e di piante cresciute in condizioni non saline (Apone et al.,
2006).
Analogamente, una prova condotta dal Consejo Superior de Investiga-
ciones Cient´ıficas della Murcia nel 2003 su piante di limone ha evidenziato
che l’applicazione di Siapton® 10L alla dose di 90 l/ha e` in grado di norma-
lizzare la crescita dei getti, dei livelli di sodio, cloro, potassio, rame, zinco e
ferro presenti nelle foglie (Apone et al., 2006).
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I biostimolanti, per esplicare al meglio la loro efficacia, devono essere
somministrati in un momento specifico e in una dose ottimale, che varia in
relazione alla coltura e, nell’ambito della stessa coltura, da cultivar a culti-
var, in considerazione del fatto che l’apporto della giusta quantita` aumenta i
processi di autodifesa e reazione agli stress normalmente presenti nella pian-
ta. Per scegliere il momento di applicazione occorrera` tener conto dei tempi
di reazione dell’organismo vegetale e intervenire quando le funzioni vitali
non siano gia` compromesse (Ertani and Borin, 2009).
1.3 Le sostanze umiche
Le sostanze umiche costituiscono la maggior parte della componente non
vivente della sostanza organica del suolo e derivano dai processi di degrada-
zione e sintesi dei residui organici (Ertani and Borin, 2009).
Le difficolta` che si incontrano nello studio delle sostanze umiche sono
dovute principalmente all’origine delle stesse, quindi a variabili come il cli-
ma, il tipo di vegetazione originaria, il tipo di degradazione e di popolazioni
microbiche predominanti nel suolo. Tutto cio` determina la complessita` della
struttura delle macromolecole umiche, e di conseguenza della difficolta` nella
caratterizzazione del materiale di partenza, nonche´ la variabilita` delle carat-
teristiche stesse di sostanze umiche di natura differente (Ertani and Borin,
2009).
La definizione di sostanza umica e` imprescindibile dalla sua natura chi-
mica; infatti, essa deriva da processi idrolitici che rompono i legami chimici
tra i componenti dei residui organici, scindendoli in molecole piu` semplici
che, a loro volta, possono essere sottoposte a reazioni di ossidazione, ciclizza-
zione e nuova polimerizzazione. I polimeri ad elevate dimensioni molecolari
contribuiscono alla formazione dello scheletro della molecola umica.
L’influenza esercitata dalle sostanze umiche sulla germinazione dei se-
mi e sulla crescita e sviluppo delle piante e` definita attivita` biologica delle
sostanze umiche. Il ruolo delle sostanze umiche nell’assimilazione dei nu-
trienti e` stato studiato da diversi autori in relazione a diversi macroelementi
e l’azione sembra essere piu` o meno selettiva, dipendente dal pH e dalla loro
concentrazione (Ertani and Borin, 2009).
Spesso pero` i risultati di questi studi sono difficili da interpretare perche´
sono state sovente utilizzate sostanze umiche di diversa origine e genesi,
spesso scarsamente caratterizzate dal punto di vista chimico molecolare.
Considerata l’importanza dell’azoto nel metabolismo della pianta, la mag-
gior parte degli studi e` stata concentrata sull’assimilazione di NO–3; e` stato
di fatto ipotizzato che le frazioni, ad alto e a basso peso molecolare, possano
interferire con il processo di trasporto di tale anione da parte della radice,
anche influenzandone i parametri cinetici (Ertani and Borin, 2009).
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Diversi lavori (Muscolo and Cutrupi, 1998; Muscolo et al., 1999) hanno
evidenziato la presenza di acido indolacetico (IAA) all’interno delle sostanze
umiche, sia attraverso approcci di tipo immunologico che attraverso l’uti-
lizzo della gas cromatografia in associazione alla spettrometria di massa.
Ciononostante le sostanze umiche non possono essere classificate come dei
veri e propri ormoni. Gli effetti misurati in termini di crescita e svilup-
po non sempre hanno evidenziato una correlazione diretta con contenuto
di auxina misurato all’interno delle sostanze umiche, ma sembrano anche
dipendere dalla complessita` strutturale delle sostanze utilizzate (Ertani and
Borin, 2009).
In linea molto generale e` stato dimostrato che i componenti biologica-
mente piu` attivi delle sostanze umiche sono molecole di neosintesi derivate
dall’attivita` microbica del suolo. I materiali organici di partenza potrebbero
servire come precursori o substrati per la sintesi di sostanze biologicamente
attive, tra cui sostanze con effetti ormono-simili (Ertani and Borin, 2009).
1.4 Le alghe
L’uso delle alghe nella pratica agricola ha origini antiche ma solo a partire
dalla seconda meta` del XX secolo inizio` la produzione dei primi derivati algali
utilizzati per applicazione fogliare. Normalmente i prodotti a base di alghe
utilizzati in agricoltura derivano da pochi generi appartenenti al phylum
Heterocontophyta. Si attribuiscono molte proprieta` ai prodotti a base di
alghe essendo state rilevate diverse azioni di stimolazione e/o inibizione di
processi fisiologici, come la stimolazione della produzione di elicitori (Ertani
and Borin, 2009).
Tali sostanze sono capaci di stimolare nella pianta la produzione di fitoa-
lessine (antimicrobici) anche in assenza di patogeni, aumentando i sistemi di
protezione naturale dei vegetali. Numerosi segnali elicitori sono riconducibili
ad alcuni oligosaccaridi (Ertani and Borin, 2009).
Tale gruppo di sostanze indicato con il nome di oligosaccarine, e` conside-
rato come una classe di fitormoni. Questi composti, come la lamarina sono
ritenuti responsabili dell’aumento delle difese endogene delle piante trattate
nei confronti di stress biotici e abiotici. Le beatine, una classe di ormoni che
agiscono come le citochinine, si trovano in quantita` cospicue nei prodotti a
base di alghe (Ertani and Borin, 2009).
1.5 Gli idrolizzati proteici
Gli idrolizzati proteici sono costituiti per lo piu` da peptidi a catena di diversa
lunghezza e amminoacidi liberi di tipo levogiro. I peptidi, a loro volta, sono
formati da amminoacidi legati tra loro a formare una catena che puo` essere
costituita da un numero piu` o meno elevato (Ertani and Borin, 2009).
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Si ritiene che le diverse proprieta` biostimolanti dei parametri chimici-
fisici e biologici degli idrolizzati proteici siano fondamentalmente collegate
alla frazione con dimensioni molecolari piu` ridotte, in particolare a quella
minore di 5.000 Da, oltre che agli amminoacidi liberi (Ciavatta and Cavani,
2006).
Il processo di idrolisi per la produzione di questi biostimolanti puo` essere
classificato in base alla metodologia utilizzata: idrolisi chimica, attuata con
un agente chimico ad elevata temperatura e a pH alcalino o acido; idro-
lisi enzimatica, che prevede l’utilizzo di enzimi, bassa temperatura e pH
prossimi alla neutralita`; idrolisi mista che prevede l’utilizzo di entrambe le
tecniche in successione. Le differenti metodologie di idrolisi portano alla
formazione di idrolizzati aventi caratteristiche diverse che vanno ad incidere
sulla composizione del prodotto e sulla sua azione. I parametri principali
che permettono di valutare l’efficacia di un prodotto e le sue dosi di impiego
si possono riassumere in: quantita` di amminoacidi liberi e totali, peso mo-
lecolare dei componenti e grado di racemizzazione, espresso in percentuale
tra amminoacidi destrogiri e levogiri (Ertani and Borin, 2009).
Idrolisi molto spinte permettono di ottenere esclusivamente amminoa-
cidi e oligopeptidi, mentre processi idrolitici piu` blandi vedono prevalere i
polipeptidi a peso molecolare piu` elevato.
Anche il grado di racemizzazione viene influenzato dal tipo di proces-
so chimico che subiscono le matrici di partenza. L’idrolisi chimica rompe
le catene di amminoacidi in modo irregolare e confuso dando origine ad
una maggior quantita` di miscele di forma destrogiro; questo tipo di confi-
gurazione non e` facilmente assorbita dalla pianta ed inoltre puo` provocare
fitotossicita`. Al contrario l’idrolisi enzimatica favorisce la produzione di mi-
scele di amminoacidi di tipo levogiro, naturalmente presenti e prodotti dai
vegetali e per questo non tossiche e attive nella pianta. Gli idrolizzati protei-
ci vengono per la maggior parte distribuiti sulla vegetazione, perche´, come
sopra citato, gli amminoacidi sono in grado di entrare attraverso la membra-
na plasmatica. L’applicazione al suolo comporta un aumento della dose da
distribuire in funzione del fatto che la flora fungina e batterica del terreno
utilizza parte del prodotto distribuito come substrato nutritivo (Ertani and
Borin, 2009).
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2.1 La contaminazione del suolo
L’inquinamento del suolo puo` essere associato alla presenza di sostanze in
grado di indurre una tossicita` potenziale nei confronti delle biocenosi (tossi-
ci ambientali), ovvero di modificare le caratteristiche proprie dell’ambiente.
8
Tuttavia, a dispetto dell’apparente semplicita` nella definizione di suolo con-
taminato, si pongono serie difficolta` nella sua valutazione quantitativa fina-
lizzata, ad esempio, alla progettazione di interventi di risanamento (Sbaffoni,
2006). Tali difficolta` sono innanzitutto legate al fatto che nel suolo coesisto-
no diverse matrici ambientali (fase solida, liquida ed aeriforme), nelle quali
gli inquinanti possono concentrarsi e tra le quali possono ripartirsi.
I fenomeni piu` gravi di inquinamento derivano nella maggior parte dei
casi dall’interazione del terreno con i prodotti di rifiuto, e sono localizzati
in aree industriali dimesse, vecchie discariche e zone in cui una non corretta
gestione dei rifiuti ha portato un sovraccarico di inquinanti rispetto alle
capacita` depuranti del terreno (Mena, 2006).
Per valutare la capacita` del terreno di interagire con i differenti tipi di
inquinanti presenti e` necessario considerare il sistema nella sua interezza in
cui la fase solida costituisce circa il 50%, mentre la restante parte e` costituita
per circa il 25% dalla fase liquida e l’altro 25% e` rappresentato dalla fase
gassosa (Fig. 2.1).
Fase Solida
Fase Liquida Fase Gassosa
Figura 2.1: Le Tre Fasi del Suolo
Nel suolo sono presenti microrganismi, soprattutto batteri funghi e atti-
nomiceti, che esercitano un’azione sulla mobilita` degli inquinanti. La micro-
flora e` presente anche in terreni con elevata quantita` di sostanze tossiche,
grazie alla sua notevole versatilita` e resistenza. Le azioni dei microrganismi
si esplicano verso quasi tutti i materiali di rifiuto mediante biodegradazione,
sintesi e ossidoriduzione, i cui effetti possono essere sia benefici che dannosi
(Atlas and Bartha, 1997) (Tab. 2.1).
2.1.1 La contaminazione da inquinanti organici
Le grandi quantita` di idrocarburi introdotte nell’ecosistema dall’attivita`
umana eccedono la capacita` autodepurativa dell’ambiente e la contamina-
zione da idrocarburi e` sempre piu` spesso causa di disastri ambientali. Sono
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Degradazione dei composti carboniosi
Trasformazione dei cianuri in azoto minerale
Variazione dello stato di ossidazione dei metalli
Produzione di CO2 e formazione di acido carbonico
Produzione di acidi organici semplici, CH4 H2 CO
Produzione di molecole di varia natura su cui si adsorbono i contaminanti
Produzioni di composti organici complessi che possono reagire con i metalli pesanti
Produzione di residui organici di piccole dimensioni che si infiltrano nei pori
Tabella 2.1: Azione dei microrganismi nel suolo
principalmente le enormi quantita` di contaminati petroliferi che ogni giorno
sono rilasciate nell’ambiente a causare l’inquinamento da idrocarburi (Atlas
and Bartha, 1997).
Oltre agli inquinanti petroliferi ricoprono un ruolo primario gli xenobio-
tici. Il termine xenobiotico e` utilizzato per indicare quei composti che non
sono presenti in natura ma vengono sintetizzati dall’uomo. Purtroppo molti
di questi composti, negli ultimi decenni, sono stati largamente utilizzati con
conseguenze deleterie per la salute dell’uomo e dell’ambiente. I prodotti che
hanno arrecato i danni piu` gravi sono i fitofarmaci (insetticidi ed erbicidi)
e i policlorobifenili (PCB). I composti organoclorurati, prodotti dall’azione
dell’elemento cloro sugli idrocarburi derivati dal petrolio, sono stati larga-
mente utilizzati come insetticidi per l’azione tossica che esercitano su alcune
piante (Eweis et al., 1998).
Cio` che rende estremamente pericolosi questi composti sono le caratte-
ristiche di stabilita` e idrofobicita`. Il legame carbonio-cloro e` molto stabile
e la presenza del cloro riduce la reattivita` degli altri legami presenti nella
molecola organica.
In alcuni casi i composti xenobiotici possono essere solo parzialmente
degradati. Questa degradazione incompleta puo` portare alla polimerizza-
zione o alla sintesi di composti ancora piu` complessi e stabili del composto
iniziale. I prodotti polimerici sono particolarmente stabili nell’ambiente in
quanto scarsamente biodisponibili, per la mancanza di appropriati enzimi e
per le interazioni che instaurano con la matrice solida.
La maggior parte di questi composti, oltre ad essere recalcitrante, e`
idrofoba e percio` non si scioglie facilmente in acqua ma e` solubile in oli
o tessuti adiposi. Cos`ı, quando i composti organoclorurati entrano in un
ecosistema, subiscono un processo di bioamplificazione (Atlas and Bartha,
1997).
I contaminanti organici possono essere divisi in base alle loro caratteri-
stiche di solubilita`, per cui, a bassi coefficienti, corrisponde uno scarso indice
di mobilita` poiche´ il trasporto e` dovuto esclusivamente a fenomeni erosivi
(Mena, 2006). Le sostanze idrosolubili hanno piu` elevata mobilita` ambien-
tale e possono provocare fenomeni di contaminazione della falda. Queste
sostanze sono attaccabili da parte dei microrganismi del terreno e possono
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essere biodegradate in tempi brevi.
I processi di degradazione sono biotici o abiotici; in ambiente aerobi-
co i prodotti finali sono CO2 e H2O, mentre in anaerobiosi sono costituiti
da intermedi organici di varia natura, CH4 e H2O. Nel suolo avvengono
molte reazioni di degradazione abiotica: idrolisi, degradazione fotochimica,
sostituzione e ossidoriduzione.
Tali reazioni spesso non conducono a una completa degradazione ma
producono degli intermedi piu` suscettibili di trasformazioni biotiche. Per
la definizione della qualita` di un suolo si deve procedere, inoltre, alla valu-
tazione del rischio per la salute umana attraverso la determinazione della
tossicita` specifica e la conoscenza di una possibile esposizione all’inquinante.
Non esistendo molti dati da cui ricavare informazioni sicure circa il contenuto
di composti organici nel suolo, i valori di concentrazione di riferimento scel-
ti nelle normative ambientali derivano da considerazioni eco-tossicologiche
(Mena, 2006).
In conclusione, il comportamento di un inquinante e` controllato da un
rilevante numero di variabili legate sia alle caratteristiche del terreno che a
quelle dell’inquinante stesso; riassumendo:
• la valutazione della capacita` tampone del terreno, cioe` la capacita`
del suolo di contrapporsi agli effetti indotti dall’esterno, strettamente
legata alle caratteristiche chimico-fisiche del terreno stesso;
• il tipo di inquinante in quanto l’inquinamento non dipende tanto dal
contenuto totale di un elemento quanto dalle forme chimiche in cui e`
presente (es. speciazione metalli pesanti);
• la biodisponibilita`, infatti solo una parte della quantita` di un composto
presente nel suolo e` interessata dai processi nutrizionali dei vegetali in
dipendenza sia dalla natura chimica della sostanza sia dalla specie
interessata;
• la degradabilita` valutabile come velocita` di trasformazione legata al
periodo di persistenza del prodotto nel suolo, controllata anche dalla
volatilita`, solubilita` e adsorbimento dai costituenti del terreno. (Mena,
2006)
2.1.2 Tipi di DNAPLs
DNAPL (Dense non-aqueous phase liquids) e` definito come un liquido orga-
nico parzialmente immiscibile in acqua. L’acronimo e` stato introdotto negli
Stati Uniti durante il procedimento contenzioso nello Stato di New York
all’inizio degli anni ’70 (Kueper et al., 2003). I tipi piu` comuni di DNAPL
comprendono derivati dalla distillazione di legna o di catrami minerali (cre-
soto), oli isolanti contenenti difenili policlorurati (PCB), carbone, catrame
e una varieta` di solventi clorurati come il tetracloroetilene (PCE).
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Nell’approccio alla materia la difficolta` maggiore e` rappresentata soprat-
tutto dalla conoscenza del comportamento dei diversi inquinanti nella ma-
trice solida e nella falda. Un esempio puo` essere l’approccio per i LNAPL
(light non-aqueous phase liquids) come benzina e gasolio per riscaldamento,
i quali, sono meno densi rispetto all’acqua e di conseguenza non intaccano
in profondita` la falda.
Caso opposto invece per quanto riguarda i DNAPLs (che sono piu` densi
dell’acqua), i quali hanno possibilita` di migrare a profondita` rilevanti sotto
il livello di matrice solida intaccando la falda dove lentamente si dissolvono
dando origine a pennacchi di contaminazione in fase acquosa. Un rilascio
di DNAPL alla superficie del terreno puo` dunque portare a contaminazione
lungo termine sia del insaturo e satura zone in un sito.
Sebbene i DNAPLs siano stati prodotti e utilizzati ampiamente dall’ini-
zio del XX secolo, la loro importanza come contaminanti del suolo e delle
acque sotterranee non e` stato riconosciuto fino al 1980. Questa mancanza,
soprattutto in materia normativa e di ricerca, e` in parte dovuta al fatto
che sia i metodi analitici che le attrezzature necessarie per rilevare basse
concentrazioni di composti organici nelle acque sotterranee non erano am-
piamente disponibili o utilizzate fino a tempi relativamente recenti (Kueper
et al., 2003).
Creosoto Creosoto e` il nome comune di diversi prodotti, di differente
composizione derivanti dalla distillazione o di legna, o di catrami minerali.
I derivati minerali contengono fenoli, cresoli e IPA (Tab. 2.2). Si tratta
di liquidi, poco solubili in acqua e solubili in solventi organici. Veniva un
tempo impiegato per la conservazione e il trattamento del legno; in alcune
operazioni di legno-trattamento e come componente di copertura e catrami
stradali.
Il creosoto contiene molti idrocarburi policiclici, prevalentemente idro-
carburi aromatici (IPA) e composti fenolici. La tabella 2.2 elenca una serie
di possibili componenti di creosoto.
Tali sostanze possono essere miscelate in ragione anche del 50% con un
fluido vettore come gasolio prima di essere utilizzate (Kueper et al., 2003);
cio` ne influenza la densita` e conferisce caratteristiche per cui e` una delle
DNAPL meno dense di interesse ambientale.
Nel valutare l’impatto nelle acque sotterranee, nella maggior parte delle
ricerche, si usa selezionare un sottoinsieme dei composti di creosoto per ca-
ratterizzare la qualita` dell’acqua. Questi possono includere naftalene, benzo
[a] pirene (Formula 2.1) e fenantrene (Formula 2.2). Poiche´ alcuni di questi
composti sono tipicamente idrofobici, tendono ad essere adsorbiti fortemente
dal suolo e dalla roccia con relativa bassa migrazione.
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Formula 2.1: Benzo[a]Pirene
Formula 2.2: Fenantrene
Acid extractable Base/neutral Heterocyclic
phenol naphthalene quinoline
cresols methylnaphthalenes isoquinoline
pentachlorophenol dimethylnaphthalenes carbazole
xylenols biphenyl 2,4-dimethylpyridine
2,3,5-trimethylphenol acenaphthene benzo[b]thiophene
fluorene dibenzothiophene
phenanthrene dibenzofuran
anthracene
fluoranthene
pyrene
chrysene
anthraquinone
2,3-benzo[b]pyrene
methylanthracene
benzo[a]pyrene
diphenyldimethylnaphthylene
diphenyloxide
Tabella 2.2: Possibili componenti del creosoto (Cohen and Mercer, 1993)
Catrame di carbon fossile Come il creosoto, il catrame di carbon fossile
e` una miscela complessa di idrocarburi risultante da processi come la gas-
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sificazione del carbone ed e` attualmente ottenuta come sottoprodotto della
produzione di coke d’altoforno. Il catrame di carbone contiene un centinaio
di idrocarburi. Rispetto all’impatto sulle acque sotterranee, e` pratica usuale
selezionare un sottoinsieme di composti per valutarne l’impatto. Questi pos-
sono includere sia composti BTEX (benzene, toluene, etilbenzene e xileni)
che PAH contenenti benzo[a]pirene, naftalene e fenantrene.
Policlorobifenili (PCBs) I policlorobifenili (PCB) sono una classe di
209 composti chimici la cui struttura e` assimilabile a quella del bifenile, i
cui atomi di idrogeno sono sostituiti da uno a dieci atomi di cloro (Formula
2.3).
cl
cl cl cl cl
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Formula 2.3: PCB
La prima sintesi di PCB e` avvenuta nel 1881, con il pieno riconoscimento
dei loro usi industriali nel 1930 (Kueper et al., 2003). La maggioranza dei
PCB sono stati prodotti dalla Monsanto Corporation® tra il 1930 e il 1977
per utilizzi vari tra i quali condensatori, trasformatori, inchiostri da stampa,
vernici, pesticidi (Kueper et al., 2003).
Monsanto® commercializza l’intera linea a base di PCB sotto il no-
me Aroclor®, distribuendo una varieta` di prodotti differenti rispetto alla
quantita` e particolari tipi di formulati presenti.
Ogni Aroclor® puo` essere identificato da un codice a quattro cifre (Kue-
per et al., 2003): le prime due cifre designano il numero di atomi di carbonio
nell’anello bifenile, mentre le ultime due cifre il peso percentuale di cloro
(Kueper et al., 2003). Per esempio un prodotto Aroclor®1254 contiene 12
atomi di carbonio e il 54% di cloro in peso.
La produzione di PCB e` ormai cessata, principalmente in risposta al
riconoscimento della loro tossicita` e alla loro tendenza a bio-accumulazione
nei tessuti animali (Kueper et al., 2003).
Tuttavia la loro applicazione e` limitata a applicazioni di nicchia e pos-
sono essere presenti come impurita` in luoghi dove sono stati utilizzati in
precedenza.
I PCB sono composti chimici molto stabili, resistenti ad acidi ed alcali
ed alla fotodegradazione, non sono ossidabili, non attaccano i metalli, sono
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poco solubili in acqua ma lo sono in olio e solventi organici quali alcol e
acetone. Non sono infiammabili (quando la loro molecola contiene piu` di
4 atomi di cloro), evaporano ad oltre 800℃ e si decompongono solo oltre
i 1000℃ (Kueper et al., 2003). Sono poco volatili, si possono spandere su
superfici formando sottili pellicole, hanno bassa costante dielettrica, densita`
maggiore dell’acqua, elevata lipoaffinita` e sono scarsamente biodegradabili.
Solventi clorurati Solventi clorurati come tricloroetilene (TCE), tetra-
cloroetilene (PCE, Formula 2.4), tetraclorometano, formano una classe di
composti largamente prodotti in tutto il mondo a partire dalla meta` del XX
secolo.
cl
cl
cl
cl
Formula 2.4: Tetracloroetilene (PCE)
Gli usi tipici di questi prodotti comprendono pulitura a secco, sgrassaggio
metalli, produzione farmaceutica, formulato pesticida e intermedi chimici
(Tab. 2.3)
Industry Industrial process
Electronics manufacturing Metal cleaning
Solvent production Metal machining
Pesticide/herbicide manufacturing Tool and die operations
Dry cleaning Vapour and liquid degreasers
Instrument manufacturing Paint stripping
Solvent recycling Storage and transfer of solvents
Engine manufacturing
Steel product manufacturing
Chemical production
Rocket engine/fuel manufacturing
Aircraft cleaning/engine degreasing
Tabella 2.3: Industrie e processi associati ai solventi clorurati (Kueper et al., 2003)
Per la loro volatilita`, queste sostanze possono contaminare le acque su-
perficiali essenzialmente in prossimita` dei siti di sversamento. Piu` facilmente
interessano le falde acquifere, in quanto la densita` di questi composti, ge-
neralmente piu` alta di quella dell’acqua, e la viscosita` considerevolmente
minore ne favoriscono il movimento verticale verso le falde. In numerose di
queste i livelli di concentrazione raggiunti hanno largamente compromesso
l’utilizzo della risorsa idrica. E` documentata, inoltre, la formazione di tria-
lometani nei processi di disinfezione a seguito della reazione del cloro attivo
con gli acidi umici e con altre sostanze organiche presenti nelle acque.
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2.2 Significato di bonifica del suolo
Lo studio e lo sviluppo degli strumenti tecnico-scientifici per l’analisi dei
fenomeni di inquinamento dei suoli, di trasmigrazione degli inquinanti e per
gli interventi di bonifica e` materia di grande importanza per la garanzia della
tutela delle risorse ambientali e della salute dei cittadini (A.P.A.T, 2008).
Per recupero dei suoli contaminati si intende l’insieme degli interventi
messi in atto al fine di ripristinare le condizioni ambientali proprie dello
specifico ecosistema. Tali interventi devono includere:
1. Individuazione e caratterizzazione delle fonti di inquinamento;
2. Rimozione o confinamento della sorgente primaria di contaminazione
(MSE), finalizzato a limitare la dispersione nell’ambiente dei contami-
nati;
3. Applicazione di processi chimici, fisici o biologici o di una opportuna
combinazione di essi.
Esistono numerosi processi applicabili al fine di decontaminare un suolo
e la scelta della strategia non e` sempre scontata, ma deve, piuttosto, es-
sere valutata in funzione delle caratteristiche dello specifico contaminante,
del sito in cui questo e` presente, della destinazione di utilizzo del sito in
questione.
Le normative relative alla bonifica dei siti contaminati contengono gene-
ralmente indicazioni relativamente all’individuazione degli standard di qua-
lita` dei suoli. I criteri di definizione degli standard di qualita` dei suoli par-
tono dall’elaborazione dei criteri di screening per la valutazione dello stato
di contaminazione di un suolo e dei criteri sito-specifici per la determinazio-
ne degli obiettivi del risanamento in base alla destinazione d’uso (Sbaffoni,
2006).
La definizione degli standard di qualita` dei suoli non e` solo un proble-
ma normativo, ma soprattutto di tipo scientifico e tecnico-operativo. La
definizione di standard di qualita` dei suoli per una data sostanza S e` l’in-
dividuazione di un valore di concentrazione CS della sostanza in esame che
determina un rischio ritenuto accettabile per la salute umana, considerate
le possibili vie di esposizione e i percorsi di contaminazione delle diverse
matrici ambientali (Sbaffoni, 2006).
Esistono tre diversi tipi di approccio nella definizione degli standard di
qualita` dei suoli:
• Concentrazione di background;
• Concentrazione limite;
• Analisi di rischio
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Il criterio adottato dal D.M. 471/99 e` il criterio della concentrazione
limite, che nasce come un semplice metodo per definire la qualita` di un
suolo. Esso consiste nel fissare dei limiti di concentrazione per i contaminanti
(concentrazione limite accettabile), con i quali confrontare i risultati dei
campionamenti eseguiti in un sito e valutare, in tal modo, se il sito e` definibile
come contaminato (Sbaffoni, 2006).
Il D.M. 471/99 considera una coincidenza tra concentrazione massima
accettabile nel suolo (Cnb), valore soglia oltre il quale e` necessario avviare
un’azione di bonifica, e concentrazione residua nel suolo (Cob), obiettivo
di bonifica; inoltre i valori limite vengono definiti in maniera dipendente
dall’uso del suolo attuale o previsto nel futuro (verde pubblico, residenziale,
industriale) (Sbaffoni, 2006).
L’approccio del D.M. 471/99 e` definito anche approccio ad un livello, in
quanto le concentrazioni limite Cnb e Cob risultano coincidenti. (Fig. 2.2)
Cnb = Cob Concentrazione
misurata nel
sito Cm
Concentrazione
della sostanza
CS
Figura 2.2: Concentrazione limite quando necessita azione di bonifica
La nuova legislazione (D.Lgs. 152/2006) riporta, rispetto al D.M. 471/99,
due soglie:
1. la concentrazione soglia di contaminazione (CSC);
2. la concentrazione soglia di rischio (CSR).
I valori di CSC rappresentano le concentrazioni al di sopra delle quali e`
necessario effettuare la caratterizzazione e l’analisi del rischio sito specifica:
sono pertanto valori di attenzione, che conferiscono al sito lo stato di sito
potenzialmente inquinato (Sbaffoni, 2006).
I valori di CSR rappresentano, invece, le concentrazioni di accettabilita`
per un sito: per concentrazioni al di sopra di CSR un sito viene definito
contaminato e si deve dunque procedere ad interventi di bonifica e/o messa
in sicurezza. Ne deriva che le attivita` di bonifica devono essere impostate in
modo da riportare le concentrazioni Cnb riscontrate nel sito, qualora siano
superiori a CSR, a livelli inferiori a CSC come visibile in Fig. 2.3.
Sulla base di tali considerazioni, un sito si definisce contaminato o po-
tenzialmente contaminato nel caso in cui le concentrazioni del contaminante
in esame siano superiori rispettivamente alle CSR e alle CSC. Un sito non
e` contaminato in uno dei seguenti casi:
• la concentrazione del contaminante in esame risulta minore delle CSC;
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Cob CSC Cnb1 CSR Cnb2 Concentrazione
della sostanza
CS
Figura 2.3: Soglia di concentrazione e concentrazione soglia di rischio
• la concentrazione del contaminante in esame e` maggiore delle CSC,
ma inferiore alle CSR (Sbaffoni, 2006).
Nei successivi paragrafi vengono riportate le conoscenze basilari sulle
procedure di bonifica a norma di legge e sintetizzati in Fig. 2.4.
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Bonifica Siti
Inquinati
Procedura
Raccolta Dati
Tipologia attivita` produttive
Caratteristiche dell’ambiente
naturale
Campionamenti e analisi chi-
mico fisiche
Indagini geofisiche e
idrologiche
Accertamento superamento
limiti di concentrazione
C >CSC
Piano di caratterizzazione
presentato a Regione, Pro-
vincia, Comune, A.R.P.A.
adR se NON in procedura
semplificata
C <CSC
Ripristino zona contamina-
ta con presentazione auto-
certificazione a Provincia e
Comune
adR
C <CSR
Piano di monitoraggio ap-
provato dalla Regione previo
parere della Provincia
Presentazione relazione
tecnica
C >CSR
Progetto operativo appro-
vato dalla Regione previa
conferenza servizi
Verifica da parte delle
Pubbliche Amministrazioni
Provincia controlla e cer-
tifica mentre A.R.P.A.
redige la relazione finale
Controllo da parte della
Pubblica Amministrazione
entro 15gg
C
<CSR
Chiusura
Procedimento
No
Si
Figura 2.4: Schema esemplificativo Procedura di Bonifica previsto dal D.M. n. 471/99
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3.1 Cosa si intende per MCS
Il modello concettuale del sito e` il frutto di indagini ed analisi di caratteriz-
zazione atte a consentire la ricostruzione dei caratteri delle tre componenti
principali che costituiscono l’AdR:
Sorgente ⇒ Trasporto ⇒ Bersaglio
per cui devono essere definiti:
• Le sorgenti di contaminazione
• Le vie di migrazione
• I bersagli della contaminazione
Il diagramma di flusso espresso in Fig. 3.1 descrive il modello concet-
tuale generico di un sito contaminato, nel quale sono riportate le sorgenti di
contaminazione, le vie di migrazione e le modalita` di esposizione, (A.P.A.T,
2008).
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Sorgente
secon-
daria
Modalita` di trasporto
Modalita`
di espo-
sizione
Bersagli
Suolo
superficiale
Ingestione
Erosione
del vento
Dispersione
in aria
Volatilizza-
zione
Percolazione
e diluizione
in falda
Accumulo
in ambienti
chiusi
Suolo
profondo
Falda
Trasporto
e disper-
sione
in falda
Contatto
dermico
Inalazione
outdoor
Inalazione
indoor
Residenziale,
ricreativo,
industriale
Fauna
Flora
Protezione
della
risorsa
idrica
Figura 3.1: Modello concettuale del sito
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3.2 Sorgenti di Contaminazione
La sorgente di contaminazione si differenzia in sorgente primaria e sorgen-
te secondaria. La sorgente primaria e` rappresentate dall’elemento causa
di inquinamento (es. accumulo di rifiuti); quella secondaria e` identifica-
ta con il comparto ambientale oggetto di contaminazione (suolo, acqua,
aria) (A.S.T.M., 1995). La sorgente secondaria puo` trovarsi in due comparti
ambientali, ovvero:
• zona insatura, a sua volta classificabile come suolo superficiale (SS),
compreso tra 0 ed 1 m di profondita` dal piano campagna e suolo
profondo (SP), con profondita` maggiore di 1 m dal piano campagna;
• zona satura, o acqua sotterranea (GW).
In accordo agli standard di riferimento, la procedura di analisi di rischio
e quindi il modello concettuale va applicata riferendosi esclusivamente alla
sorgente secondaria di contaminazione. La sorgente primaria di contamina-
zione va rimossa (messa in sicurezza di emergenza, MSE) o confinata (messa
in sicurezza permanente, MSP).
Nel valutare gli aspetti riguardanti la sorgente di contaminazione costi-
tuisce una prassi lo studio prioritario dei seguenti aspetti (A.P.A.T, 2008):
• Individuazione della geometria della zona satura e insatura di suolo;
• Individuazione della sorgente di contaminazione rispettivamente nella
zona insatura e satura di suolo;
• Definizione del valore di concentrazione rappresentativo alla sorgente;
• Stima delle proprieta` chimico-fisiche e tossicologiche dei contaminanti;
• Identificazione degli inquinanti indicatori
Per quel che concerne la determinazione della geometria della sorgente
sia in zona insatura che in zona satura, si considera la sorgente di contami-
nazione per i recettori in sito come Exposure area (Area di esposizione)
(E.P.A., 1996).
All’interno di tale area si assume che un recettore si muova a caso duran-
te tutto il periodo di esposizione (Exposure time) trascorrendo lo stesso
periodo di tempo in ogni punto dell’area. Benche´ il recettore possa in realta`
non avere un comportamento assolutamente casuale all’interno dell’area di
esposizione, l’assunzione che le frazioni di tempo spese in ciascuna parte
dell’area di esposizione siano uguali risulta cautelativa (A.P.A.T, 2008).
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3.2.1 Delimitazione della sorgente di contaminazione
La procedura per la delimitazione di una o piu` sorgenti all’interno di un sito
contaminato puo` essere cos`ı riassunta (E.P.A., 2001a):
• Suddivisione in poligoni di influenza dell’area oggetto d’indagine, se-
guendo una strategia di campionamento che garantisca una maggiore
uniformita` del campione;
• Determinazione della continuita` spaziale tra sorgenti;
• Analisi del vicinato dei poligoni con concentrazione minore del valore
soglia di contaminazione (C <CSC).
Al fine di delimitare la sorgente, si considera l’insieme di tutti i poligoni
per cui c’e` stato il superamento delle CSC per almeno un contaminante e
che hanno continuita` spaziale come raffigurato in Fig. 3.2.
Area C <CSC
Area C >CSC per il contaminante X
Area C >CSC per il contaminante Y
Area C >CSC per i contaminant X e Y
Delimitazione Sorgente di Contaminazione
Figura 3.2: Divisione Area Contaminata
Naturalmente, come appare dalla Fig. 3.2 i poligoni che non presentano
superamento delle CSC, possono concorrere alla delimitazione della sorgen-
te e al calcolo della concentrazione rappresentativa qualora il poligono e`
completamente circoscritto da altri poligoni C <CSC; oppure, l’analisi dei
confinanti indica che la maggior parte dei poligoni adiacenti supera le CSC
(A.P.A.T, 2008).
Nel caso in cui, anche a giudizio dell’Ente di Controllo, non si riesca a
stabilire una soluzione di continuita`, come nel caso di una distribuzione a
macchia di leopardo, si parla di sorgente unica. In questo caso, ai fini
dell’analisi del rischio, si effettua un’unica valutazione.
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3.2.2 Stima parametri geometrici
Il miglior criterio per l’individuazione dei parametri della geometria del sito
e` quello di effettuare misure dirette.
Nel caso in cui queste siano disponibili, il calcolo del valore rappresenta-
tivo da inserire nella procedura di analisi di rischio, come mostrato in Fig.
3.3, e` il seguente (A.P.A.T, 2008):
• se il numero di dati disponibili e` inferiore a 10 (N <10), va selezionato
il valore piu` conservativo, coincidente con il valore massimo o minimo
a seconda del parametro in esame;
• se il numero di dati disponibili e` maggiore o uguale a 10 (N >10),
allora :
– se il valore minimo e` maggiormente conservativo, si seleziona co-
me valore rappresentativo il Lower Confidential Limit al 95%
(LCL95%);
– se il valore massimo e` maggiormente conservativo, si seleziona
come valore rappresentativo l’Upper Confidential Limit al 95%
(UCL95%);
Ai fini dell’elaborazione dell’analisi di rischio ai sensi del D. Lgs. 152/06
occorre individuare, su base sito-specifica, tutti i parametri di cui alla nota
APAT prot. 009462 del 21/03/07, acquisita dal Ministero dell’Ambiente e
della Tutela del Territorio e del Mare al prot. 8242/QdV/DI del 26/03/07
secondo le modalita` di determinazione e validazione di cui al documento
APAT prot. n. 30799 del 05/10/2007 (A.P.A.T, 2008).
Per tutti gli altri parametri, nel caso in cui non siano disponibili misure
dirette, si procede con l’utilizzo di dati storici derivanti da bibliografia
pregressa; oppure utilizzando criteri di stima indiretti (A.P.A.T, 2008).
I parametri necessari per la caratterizzazione della geometria della zona
insatura e le corrispondenti unita` di misura sono visibili in Tab. 3.1:
Simbolo Parametro Unita`
LGW Livello piezometrico dell’acquifero cm
hcap Spessore della frangia capillare cm
hv Spessore della zona insatura cm
D Spessore di suolo superficiale cm
ηout Frazione areale di fratture nel pavimento outdoor adim.
Tabella 3.1: Parametri Geometrici per zona insatura
Analizzandoli in dettaglio (Fig. 3.4):
• Livello piezometrico dell’acquifero: rappresenta la distanza tra il piano
di campagna (p.c.) e la superficie piezometrica dell’acquifero;
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Sono Disponibili
Misure Dirette
Sono Disponibili
Dati Storici
Criteri di
Stima indiretti
N>10
Se il valore piu` conser-
vativo e` il minimo →
Selezione del MINIMO
Se il valore piu` conser-
vativo e` il massimo →
Selezione del MASSIMO.
Se il valore piu` con-
servativo e` minimo →
Calcolo dell?LCL 95%.
Se il valore piu` conser-
vativo e` il massimo →
Calcolo dell?UCL 95%.
No
No
Si
No
Si
Si
Figura 3.3: Stima Parametri Geometrici
• Spessore della frangia capillare: rappresenta la zona posta subito al
di sopra della superficie piezometrica cui e` idraulicamente legata, e`
caratterizzata da un coefficiente di saturazione superiore al 75% e dalla
presenza di acqua capillare continua e sospesa;
• Spessore della zona insatura: rappresenta la distanza tra il piano
campagna (p.c.) e la frangia capillare;
• Spessore di suolo superficiale: e` rappresentato dal primo metro di
terreno insaturo rispetto al piano campagna (d <100 cm);
• Frazione areale di fratture nel pavimento outdoor : rappresenta il rap-
porto tra l’area delle fratture nella superficie pavimentata outdoor e
l’area totale della stessa e puo` assumere valori in un range compreso
tra 0 (superficie priva di fratture) e 1 (superficie priva di pavimenta-
zione). Il valore conservativo da assumere come default e` 1 (assenza
di pavimentazione). Nel caso di suolo completamente pavimentato, a
giudizio dell’Ente di Controllo e previa valutazione dello stato di con-
servazione delle pavimentazioni, in assenza di misure sito-specifiche, e`
possibile assumere un valore pari almeno a 0,1 (10%) (A.P.A.T, 2008).
Nel caso invece di contaminazione su zona satura (come mostrato in
Fig. 3.5) un solo parametro geometrico e` indicato, ovvero:
• Spessore dell’acquifero definito come la distanza tra la quota piezome-
trica e la quota dello strato impermeabile. Questo parametro rientra
nel calcolo della zona di miscelazione della falda (δgw).
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Figura 3.4: Geometria del sito e sorgente di contaminazione in zona insatura
3.2.3 Geometria della sorgente di contaminazione
Per sorgente secondaria di contaminazione in zona insatura si intende il
volume di suolo o sottosuolo interessato dalla presenza di contaminanti in
concentrazione superiore ai valori di riferimento indicati dalla normativa
vigente, in funzione della destinazione d’uso del sito.
Una volta delimitata la sorgente (o le sorgenti), e` possibile estrapolare
i valori dei parametri geometrici utili per la stima dei fattori di trasporto
(volatilizzazione, dispersione in atmosfera, percolazione e trasporto in falda).
In particolare, si fa riferimento all’estensione della sorgente rispetto alla
direzione del flusso di falda e alla direzione principale del vento (A.P.A.T,
2008).
In Tab. 3.2 sono elencati i parametri relativi alla geometria della sorgente
di contaminazione in zona insatura di suolo e le corrispondenti unita` di
misura.
Nel caso invece in cui abbiamo a che fare con una zona contaminata
satura (Fig. 3.5), la sorgente viene individuata attraverso ricostruzione mo-
dellistica ottenuta mediante campionamento delle acque nei punti in cui si
superano i valori di riferimento indicati dalla normativa vigente.
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Figura 3.5: Geometria del sito e sorgente di contaminazione in zona satura
Simbolo Parametro Unita`
W Estensione della sorgente in direzione parallela alla direzione del flusso di falda cm
SW Estensione della sorgente in direzione ortogonale alla direzione del flusso di falda cm
W ′ Estensione della sorgente in direzione parallela alla direzione prevalente del vento cm
S′W Estensione della sorgente in direzione ortogonale alla direzione prevalente del vento cm
Ls Profondita` del top della sorgente rispetto al p.c. cm
Lf Profondita` della base della sorgente rispetto al p.c. cm
ds Spessore della sorgente nel suolo profondo (insaturo) cm
d Spessore della sorgente nel suolo superficiale (insaturo) cm
Lf Soggiacenza della falda rispetto al top della sorgente cm
A Area della sorgente rispetto alla direzione del flusso di falda cm2
A′ Area della sorgente rispetto alla direzione prevalente del vento cm2
Tabella 3.2: Geometria della sorgente di contaminazione in zona insatura
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In tabella 3.3 sono elencati i suddetti parametri e le corrispondenti unita`
di misura.
Simbolo Parametro Unita`
W Estensione della sorgente in direzione parallela alla direzione del flusso di falda cm
SW Estensione della sorgente in direzione ortogonale alla direzione del flusso di falda cm
W ′ Estensione della sorgente in direzione parallela alla direzione prevalente del vento cm
S′W Estensione della sorgente in direzione ortogonale alla direzione prevalente del vento cm
A Area della sorgente rispetto alla direzione del flusso di falda cm2
A′ Area della sorgente rispetto alla direzione prevalente del vento cm2
δgw Spessore della zona di miscelazione in falda cm
Tabella 3.3: Geometria della sorgente di contaminazione in zona satura
3.2.4 Concentrazione rappresentativa in sorgente
Per l’individuazione della concentrazione rappresentativa alla sorgente (CRS)
e` necessario:
• Suddividere i dati relativi ai campionamenti a seconda la provenienza
della contaminazione, derivante da suolo profondo (SP ), suolo super-
ficiale (SS) o falda (GW );
• Effettuare un’accurata valutazione dei dati in modo da consentire un
buon approccio statistico e soprattutto:
– il numero di dati a disposizione non puo` essere inferiore a 10,
in caso contrario si pone la concentrazione rappresentativa al-
la sorgente coincidente con il valore di concentrazione massimo
analiticamente determinato (CRS = CMAX);
– Verificare che il campionamento sia uniformemente distribuito su
tutta la sorgente di contaminazione evitando cos`ı sovra o sotto-
stime;
• Applicare la procedura statistica. Il valore che con un maggiore
grado di attendibilita` permette di stimare la CRS e` dato dalla UCL
(Upper control limit) della media. A seconda del tipo di distribuzione,
selezionata come maggiormente rappresentativa del data set in esame,
e` possibile individuare il piu` appropriato criterio per il calcolo della
UCL (Fig. 3.6).
3.2.5 Selezione inquinanti indicatori
In alcuni casi, puo` accadere che il numero di specie chimiche inquinanti
indagate nell’ambito della campagna di indagine diretta, e/o aventi valori di
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Figura 3.6: Concentrazione Rappresentativa alla sorgente
concentrazione nel suolo o in falda superiori ai valori di riferimento indicati
dalla normativa vigente, sia estremamente elevato.
L’applicazione della procedura di analisi di rischio sanitario a tutte que-
ste sostanze puo` spesso risultare complessa e dispendiosa sia per il tempo
impiegato sia per le risorse da investire. Inoltre la trattazione dell’intero
insieme puo` portare all’ottenimento di risultati di difficile comprensione, se
non addirittura fuorvianti rispetto al rischio dominante presente nel sito
(Mena, 2006). Per evitare che cio` accada e` necessario quindi ridurre il nu-
mero di specie chimiche da inserire nella procedura di analisi, selezionando
quelle piu` importanti, ossia quelle alle quali e` associato un rischio maggiore
per l’uomo; tali sostanze prendono il nome di “inquinanti indicatori”. In
linea teorica quindi, tra tutti gli inquinanti rinvenuti nel sito in esame, gli
inquinanti indicatori sono quelli che, per: valori di concentrazione, tossicita`,
frequenza di rilevamento, mobilita` nei comparti ambientali, persistenza e ca-
pacita` di bio-accumulo, presentano il rischio maggiore per l’uomo (A.P.A.T,
2008).
La procedura che e` possibile utilizzare per la identificazione degli inqui-
nanti indicatori e` la seguente (Fig. 3.7):
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1. Differenziare le specie chimiche rilevate nel sito in classi, in funzione
della tipologia della sostanza in esame (Tab. 3.4);
2. Ogni classe di sostanze deve essere ulteriormente suddivisa in due
sottoclassi:
• cancerogene (categorie A, B1, B2, C);
• non cancerogene con effetti tossici (categorie D ed E);
• Le sostanze che hanno effetti sia cancerogeni che tossici vanno
inserite in entrambe le sotto-classi.
3. In corrispondenza ad ogni sotto-classe si identifica l’inquinante indi-
catore in funzione della concentrazione misurata in sito e della sua
tossicita`. Ad ogni sostanza i , di cui e` possibile conoscere il valore
di tossicita`, si assegna un fattore di rischio individuale Rij , determi-
nato sulla base della sua concentrazione in un determinato comparto
ambientale j e della tossicita`. Per specie cancerogene e` uguale a:
Rij = Cij · Ti (3.1)
dove
Rij = e` il fattore di rischio della specie i nella matrice j
Cij = e` la concentrazione della specie i nella matrice j
Ti = e` il valore di Slope Factor della specie i
Per specie non cancerogene e` uguale a:
Rij =
Cij
Ti
(3.2)
dove
Rij = e` il fattore di rischio della specie i nella matrice j
Cij = e` la concentrazione della specie i nella matrice j
Ti = e` il valore di Reference Dose della specie i
4. Per ogni campione, si attribuisce a ciascun inquinante indicatore la
concentrazione totale di ogni sotto-classe;
5. Calcolo degli obiettivi di bonifica sito-specifici (CSR), una volta cal-
colata la CSR relativa ad ogni inquinante indicatore, le concentrazioni
da attribuire a ciascun inquinante della medesima sotto-classe, vengo-
no determinate mediante ripartizione della concentrazione totale, sulla
base dei fattori di rischio individuali (E.P.A., 2001b).
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Si ritiene opportuno, in ultimo, osservare che la procedura indicata per
la selezione degli inquinanti indicatori deve essere strettamente limitata ai
casi in cui le specie chimiche per le quali deve essere applicata l’analisi di
rischio (in modalita` diretta e/o inversa) risultino in numero tale da rendere
difficoltosa e/o complessa l’applicazione dei modelli di analisi di rischio. Tale
eventualita` deve essere accertata dagli Enti di Controllo (A.P.A.T, 2008).
Suddivisione in classi
Aromatici
Aromatici policiclici
Alifatici clorulati
Alifatici alogenati
Nitrobenzeni
Clorobenzeni
Fenoli non clorurati
Fenoli clorurati
Ammine aromatiche
Fitofarmaci
Diossine e furani
Idrocarburi
Tabella 3.4: Classi delle specie chimiche
Fase 1
Raggruppamento delle spe-
cie chimiche in classi, in
funzione della loro tipologia
Fase 2
Raggruppamento delle spe-
cie chimiche in sottoclassi, in
funzione della loro cancerogenita`
Fase 3
Selezione dell’inquinante in-
dicatore per ogni sotto-classe
in funzione del valore di
concentrazione e di tossicita`
Fase 4
Attribuzione all’inquinante in-
dicatore della concentrazione
totale della sotto-classe
Figura 3.7: Identificazione Inquinanti Indicatori
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3.3 Vie di migrazione: Comparti ambientali
Per il calcolo dei fattori di trasporto e, quindi, per stimare la concentra-
zione della specie chimica in corrispondenza del bersaglio, nota quella alla
sorgente, e` indispensabile determinare le caratteristiche fisiche dei comparti
ambientali coinvolti: suolo insaturo (superficiale e profondo), suolo saturo,
aria outdoor e aria indoor (A.P.A.T, 2008).
Per un’analisi di livello 1, vengono utilizzati “valori sito-generici”, ossia
valori indipendenti dalle caratteristiche specifiche del sito in esame; definiti
con valori estremamente conservativi.
Per un’analisi di livello 2 o 3, si utilizzano “valori sito-specifici”, ossia
valori strettamente dipendenti dalle caratteristiche del sito potenzialmente
contaminato.
3.3.1 Parametri del terreno in zona insatura
Per la definizione dei parametri del terreno in zona insatura, va applicata la
procedura descritta in Fig. 3.3 per i terreni omogenei.
Nel caso di terreno non omogeneo ma stratificato, si applica sempre
la procedura definita alla Tab. 3.3 ad ogni strato di terreno e si procede
seguendo una delle alternative seguenti (A.P.A.T, 2008):
1. Per ogni parametro caratteristico del sito, si seleziona il valore piu` con-
servativo tra quelli corrispondenti ai diversi strati, facendo riferimento
al principio di cautela;
2. Si attribuisce ad ogni strato il corrispondente valore rappresentativo
dei diversi parametri ; tale approccio richiede l’applicazione di modelli
numerici.
In Tab. 3.5 sono elencati i parametri fisico-chimici del terreno in zona
insatura e le corrispondenti unita` di misura.
Simbolo Parametro Unita`
ρS Densita` del suolo g/cm
3
θT Porosita` totale del terreno in zona insatura adim
θE Porosita` effettiva del terreno in zona insatura adim
θW Contenuto volumetrico di acqua adim
θA Contenuto volumetrico di aria adim
θwcap Contenuto volumetrico di acqua nella frangia capillare adim
θacap Contenuto volumetrico di aria nella frangia capillare adim
foc Frazione di carbonio organico nel suolo insaturo adim
Ief Infiltrazione efficace cm/anno
pH pH del suolo insaturo adim
Tabella 3.5: Parametri del terreno in zona insatura
Di seguito, brevemente in dettaglio:
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• Granulometria, permette di determinare la distribuzione delle parti-
celle di un terreno in base al loro diametro. Si identificano con il nome
di ghiaia le particelle con diametro Φ >2,0 mm, con sabbia quelle con
diametro 0,06 mm <Φ <2,0 mm , con limo quelle con diametro 0,002
mm <Φ <0,06 mm, con argilla quelle con diametro Φ <0,002 mm;
• densita` del suolo, si intende la massa volumica apparente (soil bulk
density) ρS , che rappresenta il rapporto tra la massa del suolo essiccato
(105℃) ed il suo volume totale;
• Porosita` totale e effettiva del terreno in zona insatura, il con-
tenuto volumetrico di acqua a saturazione e` uguale alla porosita` effet-
tiva. A sua volta la porosita` effettiva (θe) deriva dalla porosita` totale
(θT ) escludendo da essa il volume dei pori non interconnessi (θp) ed il
contenuto volumetrico d’acqua residuo (θr) (A.P.A.T, 2008):
θe = θt − (θp + θr)
• Contenuto volumetrico di acqua, e` dato dal rapporto tra il volume
dell’acqua contenuta nel suolo e il volume totale di suolo;
• Contenuto volumetrico di aria, puo` essere calcolato indirettamen-
te come differenza tra la porosita` totale (assunta coincidente con la
porosita` effettiva) ed il contenuto volumetrico di acqua:
θa = θT − θw
• Contenuto volumetrico di acqua ed aria nella frangia capilla-
re, La conoscenza di tali parametri e` necessaria quando si considera
la volatilizzazione dei contaminanti, verso ambienti indoor e outdoor.
Si ricorre quasi sempre a valori di default presenti in letteratura (Tab.
3.6) (A.P.A.T, 2008);
• Frazione di carbonio organico nel suolo insaturo, il contenuto di
carbonio organico nel suolo e` convenzionalmente correlato con quello
della sostanza organica presente, infatti quest’ultima e` pari a 1,724
volte il contenuto di carbonio organico;
• Infiltrazione efficace, e` data dalla relazione:
Ief = P − (ET + S)
dove
P = precipitazione atmosferica cm/d
ET = evapotraspirazione della copertura vegetale
S = scorrimento superficiale
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Tessitura θT θr θe θWcap θacap
Sand 0,43 0,045 0,385 0,330 0,055
Loamy Sand 0,41 0,057 0,353 0,318 0,035
Sandy Loam 0,41 0,065 0,345 0,288 0,057
Sandy Clay Loam 0,39 0,100 0,290 0,248 0,042
Loam 0,43 0,078 0,352 0,317 0,035
Silt Loam 0,45 0,067 0,383 0,297 0,086
Clay Loam 0,41 0,095 0,315 0,288 0,027
Silty Clay Loam 0,43 0,089 0,341 0,317 0,024
Silty Clay 0,36 0,070 0,290 0,282 0,008
Silt 0,46 0,034 0,426 0,383 0,043
Sandy Clay 0,38 0,100 0,280 0,252 0,028
Clay 0,38 0,068 0,312 0,308 0,004
Tabella 3.6: Valori in funzione della distribuzione granulometrica
(Van Genuchten, 1980)
Nel caso in cui la sorgente secondaria di contaminazione sia costituita
da terreno omogeneo o approssimativamente come tale, l’infiltrazione
efficace media annua puo` essere stimata in funzione delle precipitazioni
medie annue e del tipo di tessitura prevalente nel suolo (sabbiosa,
limosa o argillosa) a mezzo delle seguenti relazioni empiriche (A.P.A.T,
2008):
Ief = 0, 0018 · P 2 per terreni sabbiosi
Ief = 0, 0009 · P 2 per terreni limosi
Ief = 0, 00018 · P 2 per terreni argillosi
dove le suddette correlazioni prevedono valori di precipitazione media
annua e di infiltrazione efficace espressi in cm/anno.
3.3.2 Parametri terreno in zona satura
Simbolo Parametro Unita`
vgw Velocita` di Darcy cm/anno
Ksat Conducibilita` idraulica del terreno saturo cm/anno
i Gradiente idraulico adim
ve Velocita` media effettiva nella falda cm/anno
qT Porosita` totale del terreno in zona satura adim
qe Porosita` effettiva del terreno in zona satura adim
foc Frazione di carbonio organico nel suolo saturo adim
ax Dispersivita` longitudinale cm
ay Dispersivita` trasversale cm
az Dispersivita` verticale cm
l Coefficiente di decadimento del primo ordine 1/gg
pH pH del suolo saturo admin
Tabella 3.7: Parametri terreno in zona satura
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Brevemente in seguito i parametri riferiti al terreno in zona satura espli-
cati in tabella 3.7 (Van Genuchten, 1980):
• Velocita` di Darcy, Il moto dell’acqua in un mezzo poroso saturo e`
rappresentato dalla Legge di Darcy, secondo cui la velocita` del flus-
so idrico o velocita` di Darcy vgw, data dal rapporto tra la portata Q
defluente attraverso una sezione retta A e la sezione stessa, e` propor-
zionale al gradiente idraulico i secondo la conducibilita` idraulica del
terreno Ksat:
vgw = Ksat · i
• Velocita` media effettiva dell’acqua nella falda, si ottiene divi-
dendo la velocita` di Darcy con la porosita` effettiva del terreno θe da
cui:
ve =
vgw
θe
=
Ksat · i
θe
• Conducibilita` idraulica del terreno saturo, e` una misura che
indica la capacita` di un terreno saturo di trasmettere l’acqua. In un
terreno isotropo e omogeneo Ksat = costante. Questo dipende dalla
geometria dei pori (tessitura e struttura) e dalle proprieta` del fluido,
in particolare dalla viscosita` e dalla densita`;
• Gradiente idraulico in zona satura, in un mezzo saturo, si defini-
sce carico piezometrico h in un dato punto A la somma tra l’altezza
geometrica zA (distanza del punto considerato da un piano arbitrario
di riferimento z = 0) e l’altezza di pressione PAρ·g (risalita dell’acqua
per effetto della sua pressione pA , dove ρ e` la densita` del fluido e g e`
l’accelerazione di gravita`):
h = zA +
PA
ρ · g
La differenza ∆h di livello piezometrico tra due punti e` pertanto con-
siderata una misura rappresentativa della perdita di carico effettiva
dovuta al flusso dell’acqua nel terreno. Il rapporto tra la perdita di ca-
rico piezometrico e il tratto L in cui essa si verifica e` definito gradiente
idraulico:
i =
∆h
L
• Dispersivita` longitudinale, trasversale e verticale, Nello studio
del trasporto e della diffusione di un contaminante in un mezzo saturo,
si tiene conto di tale fenomeno a mezzo del coefficiente di dispersione
meccanica Dh misurato in cm
2/s. Risulta possibile esprimere tale
coefficiente, secondo gli assi di riferimento x, y e z:
Dx = ax · veDy = ay · ve Dz = az · ve
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dove ve rappresenta la velocita` media effettiva nella falda, e ax, ay e az
sono le cos`ı dette dispersivita` longitudinale, trasversale e verticale (o
coefficienti di dispersione intrinseca) del mezzo poroso la cui conoscen-
za e` necessaria in caso di analisi di rischio. ax attraverso la seguente
formula (Pickens and Grisak, 1981a) (Pickens and Grisak, 1981b):
ax(1) = 0, 1 · L
dove L rappresenta la distanza tra la sorgente di contaminazione ed il
punto di conformita`. Se il punto di conformita` corrisponde con il bordo
della sorgente allora si ha: L = 0. Noto il valore di ax, si stimano i
valori di ay e az attraverso le seguenti relazioni: (American Petroleum,
1981)
ay =
ax
3
az =
ax
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• Coefficiente di degradazione del primo ordine, e` un parametro
che tiene conto di eventuali processi di biodegradazione delle sostanze
inquinanti organiche nelle acque di falda.
3.3.3 Parametri degli ambienti aperti e chiusi
Nel caso di ambienti aperti la contaminazione e` dovuta principalmente al
fenomeno della volatilizzazione. In questo lavoro ci limiteremo a descrivere
i principali parametri che caratterizzano tale dispersione. Come gia` in Fig.
3.5 e in Fig. 3.4 per quanto riguarda la dispersione in ambienti aperti sono:
• Zona di miscelazione dair, identificata con il volume di aria all’in-
terno del quale si ipotizza avvenga la miscelazione tra i contaminanti
volatili provenienti dal suolo e l’aria stessa. (A.P.A.T, 2008). L’altezza
della zona di miscelazione dell’aria, δair , e` lo spessore di aria, valutato
dal piano campagna, nel quale avviene la miscelazione dei contaminan-
ti. Secondo ipotesi conservative, si assume δair = 200 cm, equivalente
all’altezza, approssimata per eccesso, di un individuo adulto.
• La stabilita` atmosferica, e` un indicatore della turbolenza atmosferi-
ca e quindi della capacita` di un contaminante di disperdersi nel mezzo.
Questa dipende principalmente dalla velocita` del vento, dalla turbo-
lenza meccanica e convettiva (termica). (A.P.A.T, 2008) Per stimare
la stabilita` atmosferica e` possibile utilizzare il criterio di classifica-
zione di Pasquill-Gifford che esprime la classe di stabilita` in funzione
della velocita` del vento, della radiazione solare totale e della copertura
nuvolosa. (A.P.A.T, 2008).
• Direzione e velocita` del vento, La direzione e la velocita` del ven-
to vengono di solito considerati costanti sull’area di interesse (dalla
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sorgente al bersaglio sia on-site che off-site) e pari al valore medio
annuo nella medesima area. Essi possono essere determinati elaboran-
do i dati della centralina metereologica piu` vicina al sito in esame e
rappresentativa dello stesso.
Se parliamo invece di ambienti chiusi vari parametri entrano in gioco con
moltissime variabili in caso di contaminazione in zona satura o insatura, con
edificio interrato o parzialmente fuori terra. In Tab. 3.8 vengono elencati i
principali parametri a caratterizzazione generale mentre in Figura 3.8 vie-
ne preso l’esempio illustrativo di una contaminazione in zona insatura con
edificio parzialmente interrato.
Parametro Simbolo Unita`
Ab Superficie totale coinvolta nell’infiltrazione cm
2
Lcrack Spessore delle fondazioni/muri cm
Lb Rapporto tra volume indoor ed area di infiltrazione cm
η Frazione areale di fratture adim
θwcrack Contenuto volumetrico di acqua nelle fratture adim
θacrack Contenuto volumetrico di aria nelle fratture adim
ER Tasso di ricambio di aria indoor 1/giorno
LT Distanza tra il top della sorgente e la base delle fondazioni cm
Zcrack Profondita` delle fondazioni cm
Kv Permeabilita` del suolo al flusso di vapore cm
2
p Differenza di pressione tra indoor e outdoor g/(cm · s2)
µair Viscosita` del vapore g/(cm · s)
τ Tempo medio di durata del flusso di vapore anno
Tabella 3.8: Parametri in ambienti chiusi
3.4 Vie di migrazione: fattori di trasporto
I fattori di trasporto intervengono nella valutazione delle esposizioni indi-
rette ovvero laddove eventuali contaminanti possono raggiungere i bersa-
gli solo attraverso la migrazione dal comparto ambientale sorgente della
contaminazione (A.P.A.T, 2008).
Assegnata la concentrazione della sorgente, si calcola la concentrazione
al punto di esposizione attraverso la seguente relazione (A.P.A.T, 2008):
Cpoe = FT · Cs
dove con FT viene indicato il fattore di trasporto, che tiene conto dei fenome-
ni di attenuazione che intervengono durante la migrazione dei contaminanti.
In seguito in Tab. 3.9 vengono elencati i fattori di trasporto che concor-
rono alla successiva analisi di rischio:
In questo studio verranno esaminati i caratteri principali di trasporto
che concorrono ai fenomeni di contaminazione anche se si da per assunto
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Figura 3.8: Contaminazione in suolo insaturo ed edificio interrato
che la concentrazione degli inquinanti e` uniformemente distribuita nel suolo
ed e` costante per tutto il periodo di esposizione; il terreno e` omogeneo,
isotropo, si escludono quindi i suoli porosi per fessurazione; meccanismi di
degradazione/trasformazione delle sostanze inquinanti nel suolo, in soluzione
nell’acqua o in fase vapore (A.P.A.T, 2008).
• Lisciviazione e dispersione in falda, La lisciviazione consiste nel-
l’infiltrazione d’acqua piovana all’interno del suolo che, a contatto con i
contaminanti, da` origine alla formazione di un eluato che percola attra-
verso lo strato insaturo (zona vadosa) fino a raggiungere la falda, dove
poi avvengono fenomeni di diluizione, trasporto e dispersione.(Figura
3.9)
• Volatilizzazione in aria outdoor, caratterizzata da un parametro
specifico δair in cui si indica la zona di miscelazione, ossia il volume
di aria all’interno del quale si ipotizza avvenga la miscelazione tra i
contaminanti volatili provenienti dal suolo e l’aria stessa (Fig. 3.10);
nello specifico si tratta di un processo secondo il quale i flussi di va-
pore organici presenti nelle varie porzioni di terreno migrano verso la
superficie del terreno stesso.
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Suolo Superficiale
Suolo Profondo
Dispersione
Inquinante
Csorgente
Celuato
Cfalda
Cp(espo)
Figura 3.9: Lisciviazione in falda
Suolo Su-
perficiale
Suolo
Profondo
Dispersione
Inqui-
nante
Uair
δair
Figura 3.10: Volatilizzazione outdoor
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LF Fattore di lisciviazione in falda da suolo superficiale e/o profondo
DAF Fattore di attenuazione in falda
V Fss Fattore di volatilizzazione di vapori outdoor da suolo superficiale
V Fsamb Fattore di volatilizzazione di vapori outdoor da suolo profondo
V Fwamb Fattore di volatilizzazione di vapori outdoor da falda
PEF Emissione di particolato outdoor da suolo superficiale
PEFin Emissione di particolato indoor da suolo superficiale
V Fsesp Fattore di volatilizzazione di vapori indoor da suolo
V Fwesp Fattore di volatilizzazione di vapori indoor da falda
ADF Fattore di dispersione in aria outdoor
Tabella 3.9: Fattori di trasporto
• Volatilizzazione in aria indoor, si calcola quando in corrispondenza
della zona di contaminazione, vi sia un edificio nel quale, a causa di
eventuali fessurazioni nelle fondazioni o nei muri perimetrali dei locali
interrati, si verifichi l’infiltrazione della fase volatile dei contaminanti,
• Emissione di particolato da suolo superficiale, e` un processo
secondo il quale avviene il sollevamento di polveri dal suolo superficiale
contaminato, a seguito di fenomeni di erosione e rimescolamento; la
conseguente diluizione di queste polveri con l’aria sovrastante Cs e`
fonte di contaminazione. L’inalazione di tale particolato puo` avvenire
sia in ambienti aperti che in ambienti confinati.
3.5 Cenni sui Bersagli
Al fine della costruzione del modello concettuale e` importante valutare l’ul-
timo step che tiene conto dei potenziali bersagli della contaminazione. Si ha
una esposizione diretta se la via di esposizione coincide con la sorgente di
contaminazione; si ha una esposizione indiretta nel caso in cui il contatto
del recettore con la sostanza inquinante avviene a seguito della migrazione
dello stesso e quindi avviene ad una certa distanza dalla sorgente. (A.P.A.T,
2008)
Come gia` esplicato in precedenza le vie di esposizione sono note: suo-
lo profondo (SP ), suolo superficiale (SS), aria outdoor (AO), area indoor
(AI), acqua profonda (Agw). Ad ogni sorgente di contaminazione possono
corrispondere piu` vie di esposizione, e pertanto in siti diversi si possono
avere combinazioni diverse, a seconda delle caratteristiche specifiche del sito
stesso. (A.P.A.T, 2008)
Per quanto riguarda i bersagli della contaminazione, ai fini dell’esecuzio-
ne di un’analisi di rischio sanitaria, questi sono quasi esclusivamente umani
(residenziale, commerciale, ricreativo).
Si parla di residenziale quando al suo interno sono presenti delle abi-
tazioni che sono o potranno essere abitate. In questo territorio, i residenti
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sono in frequente contatto con gli inquinanti presenti, l’assunzione di so-
stanze inquinanti e` giornaliera e a lungo termine con possibilita` quindi di
generare elevati rischi di esposizione.
Nello scenario di esposizione commerciale/industriale le persone espo-
ste al maggior rischio di contaminazione sono i lavoratori presenti nel sito,
i quali sono esposti alla contaminazione con frequenza praticamente gior-
naliera. Svolgendo attivita` fisiche impegnative i lavoratori presenti in sito
saranno maggiormente esposti a determinate vie espositive. (A.P.A.T, 2008)
Per ricreativo si intende definire un qualsiasi terreno in cui la gente
spende un limitato periodo di tempo giocando, pescando, cacciando o svol-
gendo una qualsiasi attivita` esterna. Dal momento che possono essere incluse
attivita` molto differenti tra loro e` necessaria una descrizione sito-specifica
per definire i range di valore dei vari coefficienti di esposizione, che possono
essere anche molto differenti tra loro. (A.P.A.T, 2008)
Nel caso invece che le due destinazioni d’uso del sito (attuale e futura)
non risultano coincidenti, e` opportuno effettuare una analisi di rischio per
ognuna di esse e quindi selezionare il risultato maggiormente cautelativo in
termini di rischio. In generale, non essendo possibile prevedere il tipo di
attivita` associabile in futuro al sito, l’analisi di rischio deve essere esegui-
ta rispetto alla situazione attuale, fermo restando che e` sempre necessario
prevedere la conduzione di una valutazione di rischio integrativa al momen-
to dell’attuazione del cambiamento di destinazione e/o di utilizzo del sito
(A.P.A.T, 2008). I fattori di trasporto in funzione dei bersagli sono mostrati
in Tab. 3.10.
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Sorg. Migrazione Esposizione Residenziale Ricreativo Commerciale
CS Vie Modalita Tipo i.s. f.s. i.s. f.s. i.s. f.s.
SS / SS ingestione diretta AB / AB / A /
/ contatto diretta AB / AB / A /
erosione vento AO inalazione
polveri
indiretta AB AB AB AB A A
volatilizzazione inalazione
vapori
indiretta AB AB AB AB A A
erosione vento AI inalazione
polveri
indiretta AB / / / A /
volatilizzazione inalazione
vapori
indiretta AB / / / A /
percolazione
dell’insaturo
Agw rischio al
punto di
conformita
/ / / / / / /
SP volatilizzazione aria
outdoor
inalazione
vapori
outdoor
indiretta AB AB AB AB A A
aria
indoor
inalazione
vapori
indoor
indiretta AB / / / A /
percolazione
dell’insaturo
Agw rischio al
punto di
conformita
/ / / / / / /
Agw trasporto in
falda
Agw rischio al
punto di
conformita
/ / / / / / /
volatilizzazione
da falda
aria
outdoor
inalazione
vapori
outdoor da
falda
indiretta AB / AB AB A A
aria
indoor
inalazione
vapori
indoor da
falda
indiretta AB / / / A /
Tabella 3.10: Fattori di trasporto in funzione dei bersagli
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3.6 L’Analisi di Rischio
Il rischio e` la probabilita` (o frequenza) di accadimento di una certa magni-
tudo di effetti non desiderati su organismi viventi, fruizione di beni naturali
e tenore di vita della popolazione umana (Sbaffoni, 2006).
Esso viene espresso mediante la seguente relazione:
R = P ·M
dove:
R = Rischio
P = Probabilita` di accadimento
M = Danno
Nel caso in cui le conseguenze indesiderate di un evento non risultino
quantificabili il rischio e` dato semplicemente dalla probabilita` di accadimen-
to del danno. Il rischio puo` essere (Sbaffoni, 2006):
• di background: esprime il rischio a cui e` esposta la popolazione in
assenza di cause specifiche;
• incrementale: determinato specificatamente da una fonte;
• totale: pari alla somma del rischio di background e del rischio incre-
mentale.
La procedura di analisi di rischio si pone come obiettivo quello di gestire
il rischio individuato, al fine di limitare, ridurre o addirittura eliminare il
problema presente (Sbaffoni, 2006).
Per tale ragione l’analisi di rischio costituisce una fase fondamentale del
processo decisionale nelle problematiche ambientali, consente di valutare gli
effetti di scenari alternativi e fornisce criteri per valutare e comparare effetti
incerti al fine di pervenire ad una decisione (Sbaffoni, 2006).
L’analisi di rischio assoluta prevede lo sviluppo di tutti o parte dei
seguenti livelli di analisi:
• Livello 1: utilizzato per effettuare un primo screening del sito in
esame. La connotazione tipicamente preliminare di questo livello di
indagine implica l’adozione di ipotesi di esposizione ai contaminanti
estremamente conservative e, in generale, non specifiche del sito. I
punti di esposizione sono ipotizzati coincidenti con le sorgenti della
contaminazione, senza tenere conto di fenomeni di attenuazione do-
vuti alla diffusione dei contaminanti nello spazio e nel tempo. I va-
lori RBSL (Risk Based Screening Levels) calcolati risultano quindi
estremamente cautelativi;
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• livello 2: rappresenta una valutazione sito-specifica. I parametri di
esposizione ed i punti di possibile contatto utilizzati sono specifici per
il sito in esame e conducono quindi alla definizione di concentrazioni
degli inquinanti piu` realistiche, definite SSTL (Site Specific Target
Levels), che, per quanto ancora cautelative, possono essere di supporto
nella definizione di eventuali interventi;
• livello 3: se sussistono particolari esigenze e` possibile elevare ulterior-
mente il livello di approfondimento dell’analisi di rischio, introducendo
valutazioni di tipo probabilistico ed impiegando modelli matematici
previsionali delle modalita` di trasporto dei contaminanti nelle matrici
ambientali interessate. I valori SSTL risultanti possono essere meno
conservativi di quelli di secondo livello e possono portare a ridurre gli
interventi.
I valori RBSL e SSTL di una sostanza sono definiti come le concentra-
zioni considerate protettive per la salute umana, in base ad un particolare
insieme di ipotesi conservative riguardanti l’esposizione potenziale di un indi-
viduo a detta sostanza. L’Analisi di Rischio Relativa e` una metodologia
finalizzata alla definizione delle priorita` di intervento. A differenza dell’a-
nalisi assoluta, essa non ha come obiettivo la quantificazione numerica degli
indici di rischio, ma la valutazione in termini quali-quantitativi dei rischi
ambientali, individuando le priorita` per indirizzare gli sforzi di risanamento.
L’individuazione delle priorita` permette la pianificazione degli interventi di
risanamento, in termini di priorita` e di distribuzione delle risorse finanziarie
(Sbaffoni, 2006).
La procedura di analisi assoluta di rischio puo`, quindi, avere un duplice
obiettivo finale: stimare quantitativamente il rischio per la salute umana
connesso ad uno specifico sito, in termini di valutazione delle conseguen-
ze legate alla sua situazione di inquinamento, ed individuare dei valori di
concentrazione accettabili nel suolo e nella falda vincolati alle condizioni spe-
cifiche del singolo sito che costituiscono gli obiettivi di bonifica sito specifici
(A.P.A.T, 2008).
I due risultati derivano dalla applicazione della procedura secondo due
distinte modalita`:
• La modalita` diretta, forward mode, permette il calcolo del rischio
associato al recettore esposto, derivante da una sorgente di contami-
nazione di concentrazione nota. In particolare, nota la concentrazione
rappresentativa della sorgente, si stima l’esposizione da parte del re-
cettore; si considera la tossicita` delle sostanze mediante i parametri
RfD ( Reference Dose ) e SF ( Slope Factor ) ed si calcola il rischio;
• La modalita` inversa, backward mode permette il calcolo della mas-
sima concentrazione ammissibile in sorgente compatibile con il livello
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di rischio ritenuto accettabile per il recettore esposto. Tale concen-
trazione rappresenta, nel Livello 2 di applicazione dell’analisi di ri-
schio, l’obbiettivo di bonifica specifico per il sito in esame Si ritiene
opportuno ricordare i criteri fondamentali su cui si basa la procedura
suddetta, validi sia in caso di applicazione della modalita` diretta sia
nell’applicazione della modalita` inversa (A.P.A.T, 2008):
– principio del caso ragionevolmente peggiore (Reasonable Wor-
ste Case) che riguarda in generale tutte le fasi di applicazione
della procedura di analisi assoluta di rischio e deve sempre guidare
la scelta tra alternative possibili;
– principio della esposizione massima ragionevolmente possibile (RME,
ossia Reasonable Maximum Exposure), che prevede in rela-
zione ai parametri di esposizione l’assunzione di valori ragione-
volmente conservativi al fine di pervenire a risultati cautelativi
per la tutela della salute umana.
Si osserva inoltre che l’analisi di rischio assoluta e` rivolta alla valutazione
dei rischi cronici o a lungo termine associati alla contaminazione presente nel-
le matrici ambientali (suolo superficiale, suolo profondo, acque sotterranee,
acque superficiali) dovuta a una o piu` sorgenti identificabili e delimitabili e
non alla valutazione dei rischi derivanti da esposizione acuta o da esposizio-
ne professionale nei luoghi di lavoro, per i quali si rimanda alle specifiche
normative (A.P.A.T, 2008).
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4.1 Introduzione
La caratterizzazione dei processi di bonifica e` un argomento complesso e pre-
vede tecniche diverse che si sono evolute con la ricerca per offrire sempre un
migliore strumento a fronte della grande varieta` dei livelli di contaminazione
descritti precedentemente.
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In Fig. 4.1 sono rappresentate le principali tecniche di bonifica. In
generale, una prima distinzione, avviene in base al luogo in cui la bonifica
viene effettuata:
• Processi ex situ; nei quali il trattamento della matrice ambientale
contaminata (aria, acqua o suolo) avviene in un ambiente diverso da
quello naturale. Tali processi sono ulteriormente classificati a seconda
che il trattamento avvenga in prossimita` del luogo di origine della
matrice contaminata (on site) o preveda il trasporto verso un sito di
trattamento esterno (off site) (Sbaffoni, 2006); producono un impatto
ambientale maggiore e limitano la fruibilita` del sito durante le fasi del
processo di bonifica;
• Processi in situ: nei quali il recupero della specifica matrice conta-
minata ha luogo nella sua sede geologica.
Un’altra importante distinzione avviene in funzione del principio opera-
tivo, per cui distinguiamo:
• Trattamenti biologici; si basano sulla decomposizione delle molecole
organiche ad opera dell’attivita` metabolica di microrganismi natural-
mente presenti nel suolo (colonie autoctone), oppure opportunamente
inoculati (colonie alloctone); in entrambi i casi e` generalmente ne-
cessario garantire la presenza di sostanze indispensabili per il sosten-
tamento dell’attivita` batterica (nutrienti, donatori di elettroni per i
metabolismi aerobici ed accettori di elettroni per quelli anaerobici) e
di adeguate condizioni ambientali (pH, temperatura) al fine di acce-
lerare processi che altrimenti potrebbero risultare estremamente lenti.
All’interno della classe vengono anche inclusi quei processi finalizza-
ti alla concentrazione degli inquinanti all’interno di matrici biotiche
(phytoremediation per contaminazione da metalli pesanti).
• Trattamenti chimici; riguardano la trasformazione dello stato chi-
mico degli inquinanti, finalizzato alla produzione di sostanze carat-
terizzate da minore tossicita` o da una ridotta/incrementata mobilita`
(Mena, 2006); questi comprendono:
– Ossidazione chimica: viene realizzata iniettando nella matrice
contaminata (suolo insaturo o saturo) una miscela costituita da
un opportuno agente ossidante (perossido di idrogeno, perman-
ganato di potassio, ozono e reagente di Fenton), che consente
la completa trasformazione della sostanza organica inquinante in
anidride carbonica e acqua, o la sua parziale detossificazione. La
principale problematica del metodo e` l’esotermia della rezione;
da valutare, quindi, l’impatto esplosivo sul terreno a secondo la
matrice geologica.
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– Riduzione: viene impiegata per trasformare alcuni composti dalla
forma ossidata a quella ridotta, qualora quest’ultima presenti una
minore tossicita`, mediante l’impiego di agenti chimici riducenti;
– Estrazione con solventi (soil-flushing): consiste nel trasferimen-
to degli inquinanti dalla fase solida alla quella liquida del suolo
tramite agenti liscivianti (solventi organici, tensioattivi, acidi e
alcali) al fine di poter successivamente raccogliere ed estrarre un
percolato concentrato da avviare ad opportuno trattamento in
superficie (Sbaffoni, 2006);
– Fissazione tramite agenti chelanti: prevede il ricorso all’iniezione
di agenti chimici che, legandosi con i contaminati (ad esempio
i metalli pesanti), ne riducono la mobilita` nel suolo, consenten-
done l’accumulo in porzioni di suolo determinate che possono
successivamente essere rimosse e trattate in impianti ex situ;
• Trattamenti fisici; sono associati alla variazione dello stato fisico
degli inquinanti, che ne consente il trasferimento tra le diverse fasi del
suolo, sono quasi esclusivamente trattamenti termici o di solidificazio-
ne/stabilizzazione.
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Figura 4.1: Tecnologie di Bonifica
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4.2 I trattamenti biologici
Il biorisanamento e` l’applicazione dei trattamenti biologici alla bonifica di
suolo, sottosuolo e acque sotterranee inquinati. Richiede il controllo dei
processi microbioloigici nel sottosuolo per i trattamenti in situ o in reattori
di superficie per i trattamenti ex situ (Sbaffoni, 2006).
Si individuano quattro classi principali di reazione, cioe` percorsi meta-
bolici:
• Ossidazione aerobica, avviene in presenza di ossigeno, che funge da
accettore finale di elettroni; prendendo per esempio il caso del benzene
(Sbaffoni, 2006):
C6H6 + 7 O2 −−→ 6 CO2 + 6 H2O
Formula 4.1: Ossidazione aerobica del Benzene
• Ossidazione anaerobica, altri composti fungono da accettori di elet-
troni, rendendosi disponibili al modificarsi del potenziale di ossido-
riduzione del sottosuolo. Per il benzene, nel caso in cui avvenga
simultaneamente la reazione di denitrificazione, si ha:
C6H6 + 6 H
+ + 6 NO–3 −−→ 6 CO2 + 3 N2 + 6 H2O
Formula 4.2: Ossidazione anaerobica del Benzene
• Declorurazione riduttiva anaerobica, comporta la sostituzione di
un atomo di cloro con un atomo di idrogeno e puo` essere operata
mediante processi diretti o di cometabolismo. Il composto alogenato
funge da accettore di elettroni. Ad esempio, la degradazione del PCE
procede per successive reazioni di sostituzione di un atomo di cloro
con idrogeno fino alla formazione di cloruro di vinile ed etilene.
C2Cl4 + H2 −−→ C2HCl3 + HCl
+H2−−−−→
−HCl
C2H2C2 +
HCl
+H2−−−−→
−HCl
C2H3Cl + HCl
+H2−−−−→
−HCl
C2H4 + HCl
Formula 4.3: Declorulazione riduttiva del PCE
• Cometabolismo. In questo processo un composto viene degradato
da un enzima prodotto da organismi impegnati in altre reazioni e la de-
gradazione del composto inquinante e` considerato un evento fortuito,
da cui i microrganismi non traggono energia (Sbaffoni, 2006).
Due grosse metodologie possono essere seguite nei trattamenti biologici,
ovvero una Biomagnificazione definita come la tecnologia di trattamento
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nella quale i batteri sono aggiunti al mezzo contaminato ed una Biosti-
molazione che e` un processo di trattamento che stimola le popolazioni
microbiche indigene presenti nel terreno o nelle falde.
Le caratteristiche chimico-fisiche dei contaminanti e la loro ripartizio-
ne nelle diverse matrici ambientali condizionano direttamente l’applicabilita`
dell’intervento (Atlas and Bartha, 1997); in particolare i principali parame-
tri da considerare nello studio delle caratteristiche chimico-fisiche dei con-
taminanti da sottoporre al trattamento di biorisanamento sono: struttura
chimica, distribuzione dei contaminanti tra le fasi del sottosuolo, concentra-
zione e tossicita`, pressione di vapore, costante di Henry, punto di ebollizione
(Atlas and Bartha, 1997).
Invece, popolazioni microbiche autoctone, presenza di nutrienti, poten-
ziale di ossidoriduzione, ossigeno disciolto, accettori di elettroni, umidita`,
pH e temperatura sono importanti nel definire la possibilita` di attivare e
sostenere i processi di biorisanamento e devono essere quantificati prima di
progettare gli interventi (Atlas and Bartha, 1997).
4.2.1 Bioventilazione
La bioventilazione e` un trattamento biologico in situ, che stimola ed otti-
mizza i processi spontanei di biodegradazione aerobica, apportando aria e
ossigeno ai microrganismi autoctoni della zona insatura del terreno. Nel ca-
so in cui l’insuﬄazione di aria sia effettuata nello strato saturo, la tecnologia
e` conosciuta come biosparging (Atlas and Bartha, 1997).
Uno dei parametri piu` significativi per l’individuazione dei composti
adatti ad essere trattati mediante tale tecnica e` la volatilita`. In genera-
le, composti con bassa pressione di vapore (<10−3 atm) non possono essere
rimossi facilmente per volatilizzazione, ma possono essere biodegradati ae-
robicamente, mentre composti con pressione di vapore superiore ad 1 atm
volatilizzano troppo rapidamente per poter essere degradati. Composti con
pressioni di vapore intermedie possono essere rimossi attraverso sia biodegra-
dazione che volatilizzazione. Questa tecnologia di bonifica e` generalmente
utilizzata per composti petroliferi e idrocarburi, composti organici alogenati
e altri composti organici (Atlas and Bartha, 1997).
4.2.2 Biobarriere reattive
Una biobarriera e` costituita da una zona di trattamento, formata nel sotto-
suolo mediante aggiunta di microrganismi e di nutrienti e/o di reattivi che fa-
voriscono lo sviluppo in situ dei batteri in grado di degradare i contaminanti
organici.
Tale sistema non rimuove la sorgente di contaminazione, ma e` inteso
come controllo della migrazione nelle acque di falda e come processo di
disinquinamento delle acque sotterranee. Questa tecnologia puo` utilizzare
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anche il principio della bioaugmentation: colture di microrganismi isolati
in laboratorio da suoli contaminati possono essere aggiunte ad acque sotter-
ranee per attivare o accelerare la degradazione di selezionati contaminanti
organici (Atlas and Bartha, 1997).
L’elemento reattivo e` realizzato nella direzione perpendicolare al flusso
delle acque sotterranee; la biobarriera puo` essere realizzata scavando il suolo
e utilizzando, quale riempimento, materiale misto con elevata attivita` bio-
logica. Il riempimento e` effettuato con materiale grossolano, quali ciottoli o
pietre frantumate, a cui e` aggiunto materiale organico; sulla superficie del
materiale grossolano si ha la crescita del biofilm, con il notevole vantaggio di
immobilizzare i batteri. Il materiale di sostegno della crescita microbica puo`
essere costituito anche da materiale a maggiore capacita` assorbente, quali
carbone attivo, biglie di materiale polimerico.
Devono inoltre essere determinate le caratteristiche chimiche delle acque
sotterranee per valutare la possibilita` che l’ambiente sotterraneo sostenga
i processi di degradazione biologica: pH, temperatura, ossigeno disciolto,
carbonio organico totale, nitrati, solfati, ioni ferrosi.
4.2.3 Biopile
Si tratta di una tecnologia di bonifica biologica ex situ. Suolo e sottosuolo
sono scavati dal sito inquinato e disposti in cumuli in aree predisposte al
trattamento.
Allo scopo di stimolare le reazioni di biodegradazione aerobica, sono
aggiunti nutrienti, minerali e altri reagenti; i cumuli sono mantenuti in con-
dizioni di aerazione e umidita` controllate e si hanno sistemi per la raccolta
del percolato che puo` formarsi a seguito dei processi fermentativi (Atlas and
Bartha, 1997).
La costruzione delle biopile richiede:
• il pretrattamento del terreno per controllarne la distribuzione granu-
lometrica ed omogeneizzarne le caratteristiche;
• la messa in opera di un sistema di aerazione internamente al cumulo;
• la predisposizione di un sistema di tubature per la distribuzione dei
nutrienti e dell’acqua per mantenere l’umidita` a livelli adeguati.
L’aerazione puo` essere assicurata anche mediante rivoltamento mecca-
nico del terreno, che puo` rendersi necessario anche per assicurare la distri-
buzione omogenea dei nutrienti, dei reagenti e per il mantenimento delle
condizioni di umidita` (Atlas and Bartha, 1997). Il successo del trattamen-
to dipende essenzialmente dalle proprieta` chimico-fisiche dei contaminanti.
I composti trattabili devono essere biodegradati aerobicamente e in tempi
accettabili ed il tasso di biodegradazione deve superare la velocita` di vola-
tilizzazione. I principali composti trattabili con le biopile sono i prodotti
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petroliferi costituiti dalla frazione di idrocarburi piu` pesante, come oli com-
bustibili e lubrificanti e gli idrocarburi alifatici; idrocarburi formati da piu`
di 40 atomi di carbonio hanno una bassa velocita` di degradazione. Possono
essere degradati anche IPA fino a 4 anelli aromatici. Il trattamento e` efficace
anche su alcoli e fenoli (Atlas and Bartha, 1997).
4.2.4 Fitorisanamento
Le tecniche di fitorisanamento sfruttano la capacita` delle piante di rimuo-
vere, immobilizzare o trasformare composti inorganici ed organici presenti
nel suolo, nelle acque e nei sedimenti. Le specie vegetali possono essere
selezionate per la loro capacita` di:
• estrarre dal suolo e accumulare i metalli pesanti nei tessuti vegetali;
• modificare le caratteristiche del suolo o dei metalli riducendo la mobi-
lita` degli inquinanti;
• estrarre dal suolo e decomporre chimicamente selezionati composti;
• creare nel terreno un ambiente favorevole alla degradazione dei conta-
minanti con processi biochimici naturali.
La rimozione dei contaminanti organici avviene principalmente mediante
due meccanismi:
• prelievo diretto, trasformazione e accumulo di metaboliti non fitotos-
sici nei tessuti delle piante;
• modifica delle proprieta` chimico-fisiche del suolo e rilascio radicale di
fattori enzimatici che stimolano l’attivita` degradativa della microflora
autoctona.
Per quanto riguarda i metalli pesanti, essi possono esistere nel sottosuolo
e nelle acque sotterranee in differenti forme, liberi o associati alle particelle
della matrice suolo. La capacita` delle piante di estrarre i metalli varia con
le forme e le specie con cui i metalli sono presenti nel suolo e nelle acque
(Atlas and Bartha, 1997).
I principali meccanismi associati alla rimozione dei metalli pesanti pre-
senti nel suolo sono (Atlas and Bartha, 1997):
• stabilizzazione: si basa sulla capacita` di alcune piante di immobilizzare
i metalli pesanti mediante legami chimici con sostanze prodotte dalle
radici, al fine di rallentarne o inibirne la migrazione verticale verso la
falda;
• estrazione (o accumulo): si basa sulla capacita` di alcune piante di
accumulare e tollerare nei tessuti vegetali alte concentrazioni di metalli
pesanti e radionuclidi.
53
4.3 I trattamenti chimici
I trattamenti chimici riguardano la trasformazione dello stato chimico degli
inquinanti, finalizzato alla produzione di sostanze caratterizzate da minore
tossicita` o da una ridotta/incrementata mobilita`. Passeremo in rassegna
adesso le principali tecniche riferite sia ad applicazioni in situ che ex si-
tu; quali: ossidazione chimica, estrazione di vapore (SV E), air sparging,
barriere permeabili reattive.
4.3.1 Ossidazione chimica in situ
L’ossidazione chimica in situ e` basata sull’iniezione di sostanze chimiche os-
sidanti, in presenza o meno di catalizzatori, nella zona della sorgente della
contaminazione o nel pennacchio contaminato, affinche´ reagiscano con le
sostanze inquinanti per trasformarle in sostanze meno tossiche, con l’obbiet-
tivo di ottenere come prodotti finali H2O e CO2 (Atlas and Bartha, 1997).
L’applicazione piu` comune e` la bonifica delle acque di falda con immissio-
ne diretta dei reagenti nell’acquifero; i reagenti possono pero` anche essere
introdotti anche nella zona insatura.
Gli agenti piu` comunemente impiegati sono:
• Permanganato di potassio; presenta un’affinita` molto forte per i
composti organici contenenti doppi legami carbonio-carbonio, grup-
pi aldeidici o ossidrile. Di seguito illustriamo la reazione genrale di
ossidoriduzione a spese del percloroetilene (PCE):
4 KMnO4+3 C2Cl4+4 H2O −−→ 6 CO2+4 MnO2+4 K++12 Cl–+8 H+
Formula 4.4: Reazione Permanganato e PCE
• Perossido di idrogeno e` un efficace agente ossidante; tuttavia, per
ottenere livelli di riduzione dei contaminanti adeguati in un tempo
ragionevole, e` necessario aggiungere un catalizzatore metallico, il piu`
utilizzato dei quali e` il ferro, che, mescolato al perossido di idrogeno,
costituisce il reagente di Fenton (Atlas and Bartha, 1997). La reazione
alla base di questo processo e`:
H2O2 + Fe
2+ −−→ Fe3+ + OH– + OH0
Formula 4.5: Perossido catalizzato
Il processo di Fenton e` relativamente veloce, dal momento che richiede
solo giorni o settimane per la degradazione dei contaminanti nel suolo.
I contaminanti sono trattati in situ e convertiti in composti innocui
e/o gia` presenti in natura, quali acqua, anidride carbonica, ossigeno
(Atlas and Bartha, 1997).
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• Ozono, Ad oggi, e` applicato soprattutto per il trattamento di IPA,
ma e` in grado di ossidare anche composti fenolici. L’ozono puo` ossidare
i composti organici in due modi: direttamente o per generazione di
radicali liberi intermedi. L’impiego dell’ozono favorisce i processi di
degradazione biologica, in quanto l’O3, oltre a degradare i composti
organici complessi in composti piu` semplici, si decompone fornendo
ossigeno alle comunita` microbiche. Tuttavia, occorre precisare che,
essendo l’ozono anche un agente sterilizzante, in elevate concentrazioni
o per lunghi tempi di residenza, puo` inibire la crescita microbica (Atlas
and Bartha, 1997).
4.3.2 Soil Vapor Extraction (SVE)
Il principio di funzionamento e` basato su un flusso di aria che, mediante
pozzi o trincee, viene introdotto nella zona insatura formando un gradiente
di pressione. Le sostanze inquinanti a maggiore volatilita` si trasferiscono
nella fase vapore; il flusso di vapore e` quindi estratto dal suolo e sottoposto
a trattamento (Atlas and Bartha, 1997). L’estrazione del vapore dal suolo
induce anche un’ossigenazione del sottosuolo, permettendo, in assenza di
altri fattori limitanti, l’attivazione di processi biologici aerobici da parte
della microflora autoctona.
La tecnologia di SVE e` applicata con successo alla rimozione di una gran-
de varieta` di composti organici volatili (V OC) e semivolatili (SV OC), aloge-
nati (cloroetano, cloroformio, cloruro di vinile, clorobenzene, diclorometano,
dicloroetano, dicloroetilene, diclorobenzene, tricloroetilene, tetracloroetano,
tetracloroetilene, piombotetraetile) (Atlas and Bartha, 1997).
4.3.3 Air Sparging
L’air sparging e` una tecnologia di bonifica in situ, basata sull’iniezione nel-
l’acquifero contaminato di aria atmosferica in pressione. Le bolle d’aria,
risalendo verso la superficie del terreno spostano l’acqua che riempie i pori
della zona satura, promuovendo il passaggio dei contaminanti dalle fasi ac-
quosa e solida del sottosuolo alla fase di vapore (Fig. 4.2). L’aria arricchita
nelle sostanze inquinanti risale fino al livello di falda dove viene estratta con
pozzi di estrazione, cos`ı come nel SV E. L’aria entra nei pori del suolo, spo-
sta l’acqua e risale fino alla zona insatura. Il passaggio in aria avviene per
strippaggio e volatilizzazione dei contaminanti a maggiore volatilizzazione
presenti in soluzione o assorbiti alle fasi solide dell’acquifero o presenti nei
pori; a questi processi principali si associa la stimolazione dei processi aero-
bici di biodegradazione delle sostanze organiche inquinanti presenti (Atlas
and Bartha, 1997).
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Figura 4.2: Tecnologia Air Sparging
4.3.4 Barriere permeabili reattive
Le barriere reattive possono essere impiegate negli interventi di bonifica
come misure di messa in sicurezza permanente per il trattamento in situ
delle acque sotterranee contaminate (Atlas and Bartha, 1997).
Nella sua forma piu` semplice una barriera permeabile reattiva (PRB)
consiste in una zona di trattamento, costituita da materiale reattivo, instal-
lata nel sottosuolo in modo da intercettare il pennacchio contaminato (Fig.
4.3). Quando il flusso contaminato attraversa la barriera, viene in contatto
con il materiale reattivo che ne costituisce il riempimento. Le reazioni in-
dotte dal substrato reattivo possono essere la degradazione o l’adsorbimento
alla superficie del solido, con conseguente sottrazione dei contaminanti dalla
fase liquida mobile (Atlas and Bartha, 1997).
Nel caso di degradazione chimica, il materiale reattivo puo` essere co-
stituito da ferro granulare, anche in combinazione con altri materiali solidi
quali sabbia silicea. Le reazioni principali di degradazione possono esse-
re accompagnate da adsorbimento o precipitazione dei composti organici e
inorganici in soluzione alla superficie del materiale solido che costituisce la
barriera. Queste reazioni devono essere attentamente considerate e moni-
torate nel tempo poiche´ possono modificare la reattivita` del materiale. Nel
caso in cui si intenda attivare l’adsorbimento come meccanismo principale di
riduzione della concentrazione dei contaminanti, il materiale di riempimento
della barriera reattiva puo` essere costituito da carboni attivi, efficaci soprat-
tutto per i composti organici apolari, zeoliti, naturali o artificiali (Atlas and
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Bartha, 1997).
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Barriera Reattiva
Figura 4.3: Barriera Permeabile reattiva
4.4 I trattamenti fisici
Nel trattamento termico le sostanze inquinanti, per effetto dell’energia ter-
mica fornita alla matrice inquinata sono desorbite dalla matrice solida e
possono essere vaporizzate e/o distrutte. Il processo si completa con una suc-
cessiva operazione di recupero degli inquinanti estratti, ovvero di definitiva
distruzione dei contaminanti liberati (Atlas and Bartha, 1997).
La prima fase prevede due scelte operative differenti principalmente
distinguibili dalle temperature di esercizio:
• vaporizzazione/pirolisi dei composti volatili (organici e/o inorganici)
con temperatura in genere variabili tra 90 e 650℃(desorbimento
termico);
• trattamento di ossidazione termica convenzionale, con temperature va-
riabili tra 850 e 1600℃(termodistruzione) o superiori a 2000℃(vetrificazione
a caldo). (Atlas and Bartha, 1997)
Naturalmente le conseguenze a livello del terreno sono diverse a seconda
della scelta di processo effettuata:
• T <460℃
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il terreno subisce un parziale deterioramento in seguito alla mineraliz-
zazione della frazione organica ed alla trasformazione e riorganizzazio-
ne degli ossidi di ferro e alluminio; il riutilizzo agronomico non viene
pregiudicato;
• Per 500℃<T <900℃
il terreno subisce la perdita dei gruppi ossidrili dalle argille e danni
irreversibili sia alla struttura minerale che alle caratteristiche chimiche
e nutrizionali. Dopo il trattamento, i materiali non sono idonei all’uso
agronomico, ma possono essere utilizzati come materiale da riporto o
riempimento;
• Per T >900℃
il terreno puo` arrivare al punto di fusione, ottenendo cos`ı, una volta
raffreddato, un prodotto vetrificato, con caratteristiche differenti a se-
conda della composizione e delle effettive temperature raggiunte. Per-
de completamente le caratteristiche iniziali e puo` eventualmente essere
reimpiegato nel settore dell’edilizia per riempimenti quali sottofondi
stradali e altro (Atlas and Bartha, 1997).
La seconda fase puo` essere realizzata con processi che variano in relazione
alla tipologia ed alle caratteristiche degli inquinanti nel flusso gassoso, che
possono essere gia` presenti nella matrice solida e/o di nuova formazione
durante la prima fase quali:
• ossidazione termica a temperatura medio-alte, tra 850 e 1100℃, dei
composti organici in fase di vapore o dei composti di parziale ossida-
zione della sostanza carboniosa;
• condensazione e concentrazione degli inquinanti per il trattamento
di composti vaporizzati di natura inorganica, principalmente metalli
pesanti;
• rimozione dei macro e micro-inquinanti prodotti, oltre che dalla prima
fase di trattamento anche durante la seconda fase (Atlas and Bartha,
1997).
I trattamenti termici sono particolarmente indicati ed utilizzati con suc-
cesso quando nel suolo sono presenti rifiuti e/o contaminanti organici, tra cui
in particolare sostanze solide a matrice carboniosa (plastiche, gomme, carta,
sostanza organica, ecc.), solventi alogenati e non alogenati, idrocarburi e oli
minerali, IPA, pentaclorofenolo, PCB, pesticidi (Atlas and Bartha, 1997).
Gli impianti di desorbimento risultano sicuramente piu` indicati ed anche
piu` economici da gestire per la rimozione di inquinanti presenti nella matrice
solida dei terreni, quali IPA, PCB, pesticidi ed erbicidi, BTEX, fenoli cloru-
rati, grassi, benzina, gasolio, cherosene, oli da riscaldamento e lubrificanti,
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metalli pesanti volatili. L’applicabilita` e la convenienza economica del pro-
cesso vengono meno quando nei suoli siano presenti rifiuti solidi difficilmente
separabili (Atlas and Bartha, 1997).
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5.1 Piano sperimentale generale
In questo elaborato si vuole dimostrare se l’utilizzo di prodotti biostimo-
lanti nel terreno, appositamente contaminato con idrocarburi, possa au-
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mentare l’attivita` microbica con conseguente evidente velocizzazione della
decontaminazione riferita alla sola matrice solida.
Il piano generale di sperimentazione e` riportato in Fig. 5.1.
Tipo di terreno Il terreno utilizzato, in seguito a prelievo in campo, e`
stato seccato all’aria, setacciato a 2mm e successivamente sottoposto ad
analisi al fine di determinare granulometria, carbonio organico, azoto totale,
carbonati, pH, conducibilita` elettrica. I risultati sono esposti in Tab. 5.1.
Parametro Misura Valore
Sabbia g · kg−1 659
Limo 226
Argilla 115
C organico 9,63
N totale 1.02
CaCO3 56.10
pH 8.2
CSC meq./100g 7,5
C/N 9,4
EC µS · cm 0,8
Tabella 5.1: Caratteristiche terreno utilizzato nella prova sperimentale
La scelta dei biostimolanti Ai fini della sperimentazione sono stati scelti
due prodotti formulati dalla stessa azienda, Valagro®Corporate, ma dalla
natura molto diversa.
Valagro Viva®, come riportato in etichetta, favorisce la crescita del-
le piante attraverso un’azione sinergica sull’apparato radicale, sui fattori
naturali di crescita e sull’attivita` microbica del suolo. Viva®combatte la
stanchezza del terreno e rigenera velocemente la microflora nei terreni trat-
tati con nematocidi. Viva®contiene: polisaccaridi, proteine, polipeptidi,
aminoacidi, acidi umici, precursori ormonali e complesso vitaminico.
Valagro AU 15%® e` un prodotto commercializzato da Valagro® non
come biostimolante puro ma come sostanza da utilizzare in miscele indu-
striali. AU 15%®e` un estratto liquido da Leonardite del Nord Dakota,
una sostanza fossile simile a lignite e torba, originato dal processo natu-
rale centenario di umificazione della foresta; e` molto ricco in acidi umici
che contribuiscono alla fertilita` del terreno e rendono gli elementi nutritivi
piu` disponibili per le piante. Si tratta di una miscela complessa di diversi
acidi contenenti gruppi carbossilici e fenolici, cosicche´ la miscela si compor-
ta come un acido diprotico (aci, 2013). Sotto l’aspetto biologico gli acidi
umici comportano una maggiore attivita` dei microrganismi, i quali inter-
vengono in alcune fasi fondamentali dei cicli biogeochimici degli elementi
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Figura 5.1: Piano sperimentale generale
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nutritivi. Un suolo ben dotato di sostanza organica e con un rapporto equi-
librato tra mineralizzazione e umificazione si presenta biologicamente molto
attivo con indubbi benefici sul turn over degli elementi. I colloidi organici
rappresentano inoltre dei siti preferenziali per l’insediamento delle colonie
batteriche.
La scelta degli idrocarburi La scelta e` stata indirizzata verso una mi-
scela di composti idrocarburici rappresentativi delle contaminazioni sia in
matrice solida che in acque sotterranee.
Nel valutare l’impatto nelle acque sotterranee e nella matrice solida si
usa selezionare un sottoinsieme dei composti idrocarburici per caratterizzare
la qualita` dell’acqua. Questi possono includere naftalene, benzo [a] pirene e
fenantrene (Kueper et al., 2003).
Per la loro scarsa degradabilita` ma soprattutto per la loro bassa volatilita`
sono stati utilizzati due composti rispettivamente a 3 e 4 anelli benzenici;
Fenantrene e Pirene.
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Piano sperimentale Il lavoro e` stato organizzato prevedendo come pri-
ma tappa un periodo di umidificazione del terreno nudo (40% CC) della
durata di una settimana. Al termine si e` provveduto alla contaminazione
e biostimolazione dei vari campioni riprodotti in triplice prova, come illu-
strato in Tab. 5.2. Gli inquinanti, fenantrene e pirene, sono stati aggiunti
previa diluizione in metanolo, in ragione di 500 µg · g−1 ciascuno. La stessa
quantita` di metanolo e` stata aggiunta anche ai campioni non destinati alla
contaminazione.
Per quel che concerne i biostimolanti, le dosi di applicazione sono sta-
te calcolate sulla base del contenuto di sostanza organica (S.O.) di ogni
prodotto. Le concentrazioni corrispondono ad una applicazione di 25 e 50
TS.O. · ha−1.
Per monitorare l’attivita` biologica e i conseguenti livelli di idrocarburi
(rilevati con apposita analisi per via gas-cromatografica), e` stato ritenu-
to opportuno effettuare prelievi separati dai campioni a giorni prestabiliti,
rispettivamente al 3°, 7°, 14°e 45° giorno.
I campioni sono stati esaminati indagando la loro attivita` biologica tra-
mite analisi riguardanti i seguenti enzimi: deidrogenasi, lipasi, ureasi, cata-
lasi, fosfatasi.
Inoltre, e` stata valutata l’attivita` microbiologica tramite caratterizzazio-
ne dell’ATP.
Etichettatura
Campione
Contaminante
500 µg · g−1
Valagro
AU
15%®, 50
TS.O./ha
Valagro
AU
15%®, 25
TS.O./ha
Valagro
Viva®,
50
TS.O./ha
Valagro
Viva®,
25
TS.O./ha
n
Controllo 3
AU25 3
AU50 3
VI25 3
VI50 3
Con. cont. 3
SC+AU25 3
SC+AU50 3
SC+VI25 3
SC+VI50 3
Tabella 5.2: Piano sperimentale
5.2 Determinazione dell’ATP
L’adenosin-trifosfato (ATP) si trova in tutti gli organismi viventi, dove fun-
ziona sia come coenzima che come substrato; nelle cellule biologicamente
inerti esso viene rapidamente degradato (Ciardi and Nannipieri, 1990).
L’ATP e` presente in maniera relativamente costante nelle cellule micro-
biche e non e` associato a cellule morte o assorbito dai composti del suolo.
L’ATP puo` essere estratto dal suolo e misurato con il saggio della biolu-
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minescenza (Ciardi and Nannipieri, 1990). La quantita` di ATP estratto si
determina misurando quantitativamente il livello di luce emessa dalla reazio-
ne che avviene tra ATP e luciferina catalizzata dall’enzima luciferasi come
mostrato di seguito nella Formula 5.1.
N S
O
O−NS
HO
luciferina
ATP
N S
O
O P
O
O
O
HO
OH
N
N
N
N
NS
HO
luciferina-AMP
O2−H+−AMP−CO2
N S
OH
NS
HO
ossiluciferina
+ PPi + Luce
Formula 5.1: Reazione catalizzata dall’enzima luciferasi
La luciferina viene attivata tramite adenilazione in presenza di ioni Mg++
e si ossida a ossiluciferina; probabilmente, una forma ionica eccitata dell’os-
siluciferina e` emittente attiva di luce.
I valori di concentrazione dell’ATP rappresentano un importante indice
di attivita` microbica e di funzione del suolo.
Il saggio della bioluminescenza, in accordo con il metodo Ciardi and
Nannipieri (1990), prevede dapprima l’utilizzo di una soluzione estraente
applicata al terreno in rapporto 1 : 10.
La soluzione estraente proposta da Webmaster (1984) e` cos`ı composta:
• H3PO4 0,67 M ;
• urea 2 M ;
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• adenosina 0,02% in peso;
• dimetilsulfossido (DMSO), 20% in volume;
• EDTA 20 mM.
Il secondo step prevede la sonicazione dei campioni in bagno di ghiaccio per
2′30′′ con sonicatore Ultrasonic Processor (Mod. GEX 500) al 60% di ampli-
tude e successiva agitazione in agitatore meccanico per 30′ alla frequenza di
150 batt./min. Il contenuto di tutti i beker e` stato, a questo punto, filtrato
con filtri Whatman n. 42.
Per la lettura dell’ATP e` stato preparato il tampone tris-EDTA-Mg/acetato
a pH 10.8, costituito da:
• tris 0,2 M ;
• EDTA sale bisodico 4 mM;
• Mg/acetato 15 mM.
L’emissione di luce viene misurata con tre letture consecutive utilizzando il
luminometro Luminoskan TL Plus Labisystem (10′′ di periodo d’integrazio-
ne).
Le tre letture si effettuano nell’ordine:
1. in una cuvetta si procede alla prima lettura prelevando 100µl di filtrato
tamponati con 800µl di tampone tris-EDTA-Mg/acetato (valore A);
2. si aggiungono 100µl di Monitor Reagent (miscela luciferina-luciferasi)
e procedere alla seconda lettura (valore B);
3. per l’ultima lettura si miscelano in cuvetta 10µl di ATP standard i
quali contengono 10ng di ATP (valore C).
Con le misurazioni effettuate al luminometro si risale al contenuto di ATP
presente nel campione.
Si procede sottraendo al valore C (terza lettura), il valore B (seconda
lettura) ottenendo l’emissione di luce dovuta all’ATP standard.
L’emissione dovuta all’ATP presente nel campione si ottiene invece per
differenza tra il valore B (seconda lettura) e il valore A (prima lettura).
Dal momento che e` stata aggiunta una quantita` nota di ATP (10ng) si
puo` risalire alla quantita` di ATP nel campione (X) tramite una semplice
proporzione dove:
X =
(B −A) · 10
(C −B) · 100
Il fattore 100 e` causa del rapporto di estrazione 1 : 10 e della quantita` di
campione prelevato (100µl). Il risultato e` espresso in ng ATP/g suolo.
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5.3 Determinazione delle attivita` enzimatiche del
suolo
La determinazione dell’attivita` enzimatica e` importante perche` completa
il quadro delle analisi chimiche e microbiologiche del suolo (Benedetti and
Gianfreda, 2004).
Un enzima puo` avere diverse locazioni nel suolo potendo essere associato
con vari componenti biotici e abiotici. Si ritiene che gli enzimi adsorbiti
dai colloidi argillosi od associati con le molecole umiche, essendo resistenti
alla degradazione ed ai fattori denaturanti, diano un contributo importante
all’attivita` (Benedetti and Gianfreda, 2004).
Da ricordare comunque che i metodi comunemente impiegati nella de-
terminazione dell’attivita` enzimatica del suolo forniscono valori di attivita`
potenziale e non reale. Nei saggi di attivita` enzimatica, viene di solito
addizionata una soluzione tampone in modo da mantenere il pH del suolo
ad un valore ottimale e costante per l’attivita` enzimatica.
5.3.1 Ureasi
L’ureasi catalizza l’idrolisi dell’urea in ammoniaca e anidride carbonica. Ta-
le reazione di idrolisi porta alla trasformazione di azoto ureico in azoto
ammoniacale con concomitante innalzamento del pH.
H2N
O
H2N + H2O 2NH3 + CO2
Formula 5.2: Idrolisi dell’urea
L’ureasi e` saldamente legata alla sostanza organica ed ai minerali del suo-
lo; i quali, le permettono un’alta resistenza alla denaturazione proteolitica
e termica fino a 70 ℃.
L’ureasi dei suoli influenza l’efficacia dell’urea come fertilizzante (Bene-
detti and Gianfreda, 2004). Notevoli livelli di attivita` ureasica nel suolo
possono causare un notevole accumulo di azoto ammoniacale che puo` facil-
mente volatilizzare o trasformarsi in acido nitrico (perdita netta di azoto
ureico utilizzabile).
Numerosi sono i metodi proposti per la determinazione dell’attivita` urea-
sica del suolo (Bremner and Mulvaney, 1978).
La maggioranza di questi metodi prevede la determinazione dell’ammo-
niaca rilasciata dopo incubazione di una certa quantita` di suolo (trattato con
batteriostatico) in soluzione tamponata di urea (Tabatabai and Bremner,
1972).
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Alternativamente altri metodi utilizzano la determinazione della CO2
prodotta (Skujins and McLaren, 1969) o dell’urea consumata (Zantua and
Bremner, 1975).
Il metodo di analisi adottato da Tabatabai and Bremner (1972) ha pre-
visto dapprima l’incubazione per 15′ di un campione di suolo setacciato (5g)
con un batteriostatico (0, 75ml di toluene). Successivamente sono stati ag-
giunti 5ml di soluzione di urea al 10% e 10ml di tampone citrato pH 6,7.
Per ciascun campione analizzato e` stato inoltre preparato un bianco conte-
nente H2O distillata al posto della soluzione di urea. Al termine, tappare e
incubare per 3 ore a 37 ℃.
La soluzione di tampone citrato pH 6,7 va preparata come segue:
• acido citrico (C6H8O7), 184g in 400ml di H2O distillata;
• KOH, 147g in 150ml di H2O distillata;
• mescolare le due soluzioni, portare a pH con KOH 1N, e a volume in
matraccio tarato 1l.
La fase seguente l’incubazione e` stata portare a volume (50ml in ma-
traccio tarato) con H2O tiepida (38 ℃) filtrando immediatamente con filtri
veloci Whatman n.41.
A questo punto si prelevano 1ml del filtrato e si pipettano in un matraccio
tarato da 50ml. Ad esso sono stati aggiunti nell’ordine:
• H2O distillata 9ml;
• soluzione di sodio fenato al 12,5%, 4ml;
• soluzione di sodio ipoclorito (0,9% di Na attivo), 3ml.
Viene anche preparato un bianco per la lettura spettrofotometrica; Al ter-
mine di questa fase, attendere 20 minuti per il massimo sviluppo del colore.
La soluzione di sodio fenato si ottiene miscelando, immediatamente pri-
ma dell’utilizzo, altre due soluzioni (convenzionalmente A e B) preparate
precedentemente. Soluzione A:
• fenolo, 62, 5g sciolto in una piccola quantita` di etanolo;
• metanolo, 2ml;
• acetone, 18, 5ml;
• etanolo portando a volume, 100ml.
Soluzione B:
• NaOH, 27g in 100ml di H2O distillata.
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Le soluzioni vanno miscelate in ragione di 20ml ciascuna in un matraccio da
100ml, portando a volume con H2O distillata.
Al termine dei 20 minuti, portare nuovamente a volume sino a 50ml con
H2O distillata, mettere in cuvetta e prepararsi alla lettura spettrofotometri-
ca a 630nm.
Leggendo la concentrazione allo spettrofotometro bastera` moltiplicare il
risultato per 10 (50ml/5g) per avere l’N formato dall’attivita` ureasica in 3
ore per grammo di terreno, esprimendo quindi il risultato in µg N−NH+4 /g ·
3h.
5.3.2 Fosfatasi
Con il termine fosfatasi viene indicato, in termini generali, un ampio gruppo
di enzimi che catalizzano l’idrolisi sia di esteri che di anidridi dell’acido
ortofosforico (Scarponi and Perucci, 2004). L’importanza nel suolo di questi
enzimi risiede nel ruolo essenziale che essi svolgono nell’idrolisi del fosfato in
forma organicata o legato ai fertilizzanti che cos`ı diviene disponibile per la
nutrizione dei vegetali (Scarponi and Perucci, 2004). L’attivita` fosfatasica
di un suolo e` dovuta sostanzialmente alle fosforico-monoestere idrolasi o
fosfomonoesterasi (Formula 5.3.2), fosforico-diestere idrolasi o fosfodiesterasi
ed alle pirofosfatasi.
R O P
O
O−
O + H2O R OH + HO P
O−
O−
O
Formula 5.3: Reazione Fosfomonoesterasi
La fosfomonoesterasi puo` avere diversi optimum di esercizio, per cui in
base alla concentrazione del suolo si distinguono in acide e alcaline. Il prin-
cipio del metodo per la determinazione delle fosfomonoesterasi e delle fosfo-
dierasi consiste nell’esaminare allo spettrofotometro a 400nm il p-nitrofenolo
in presenza di toluene come batteriostatico. Nei saggi e` inoltre prevista la
presenza di CaCl2 che serve a prevenire la dispersione delle argille ed ad
impedire l’estrazione di sostanza organica(la colorazione scura influisce con
il p-nitrofenolo) (Scarponi and Perucci, 2004).
La procedura adottata di analisi per il suolo si basa sull’idrolisi del p-
nitrofenilfosfato aggiunto, il quale, rilascia p-nitrofenolo, dosabile colometri-
camente come mostrato in Formula 5.4.
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OP
O
OH
OH
N+
O
O−
p-nitrofenilfosfato (incolore)
+ H2O
Fosfatasi
OH
N+
O
O−
p-nitrofenolo (giallo intenso)
+ H3PO4
Formula 5.4: Idrolisi del p-nitrofenilfosfato a p-nitrofenolo ad opera della fosfatasi
In accordo con Tabatabai and Bremner (1969) si inseriscono in una pro-
vetta con tappo a vite 100mg di terreno, 0, 020ml di toluene, 0, 400ml
di MUB (modified universal buffer) pH 11 e 0, 100ml di soluzione di p-
nitrofenilfosfato. Al termine dell’operazione, chiudere la provetta, miscelare
in agitatore meccanico per pochi secondi, incubare in stufa a 37 ℃ per
un’ora.
La preparazione del tampone MUB procede attraverso le seguente me-
todica:
• tris(idrossimetil)aminometano (THAM), 12, 1g;
• acido maleico, 11, 6g;
• acido citrico, 14g;
• acido borico, 6, 3g in 488ml di NaOH 1N;
• portare a volume in un matraccio tarato 1l
• si titola fino a pH 11 200ml della soluzione cos`ı ottenuta con NaOH
0,1N, successivamente portare nuovamente a volume in un matraccio
da 1l
La preparazione della soluzione di p-nitrofenilfosfato richiede i seguenti pas-
saggi:
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• p-nitrofenilfosfato esaidrato (sale bisodico) 0, 464g in 40ml di soluzione
tampone MUB;
• Portare a volume 50ml sempre con tampone MUB.
Al termine del periodo di incubazione, si aggiungono 1ml di CaCl2 0,5M e
4ml di NaOH 0,5M; quindi filtrare su filtri lenti Whatman n.42. Pipettato il
filtrato su una cuvetta si legge allo spettrofotometro alla lunghezza d’onda di
410nm. Lo spettrofotometro fornisce i valori della concentrazione (espressa
in ppm) del campione.
Per calcolare il contenuto in p-nitrofenolo e` stata preparata preparata
una sola soluzione standard contenente 5µg · g−1.
Bisogna inoltre fare controlli per ogni diverso campione esaminato e sta-
bilire la quantita` di colore rilevata non dovuta a p-nitrofenolo rilasciato da
attivita` fosfatasica. Per ottenere cio` basta aggiungere i 0, 100ml di solu-
zione di p-nitrofenilfosfato iniziale solo successivamente l’incubazione; cioe`
immediatamente prima di filtrare i campioni.
A questo punto e` possibile calcolare il valore di attivita` fosfatasica espres-
so come µg p− nitrofenolo/g · h utilizzando la seguente formula:
µg p− nitrofenolo/g · h = (A−B) · 5, 520
0, 1
dove:
A = valore letto del campione
B = valore letto del controllo
5, 520 = ml di liquidi usati nella prova
0, 1 = quantita` di terreno secco effettivamente usata.
5.3.3 Deidrogenasi
La determinazione dell’attivita` deidrogenasica rappresenta un criterio gene-
rale per determinare l’attivita` microbica del suolo o di altri materiali naturali
(compost, fanghi) (Ceccanti and Masciandaro, 2004).
Le deidrogenasi intracellulari appartengono al gruppo delle ossidoridut-
tasi e catalizzano l’ossidazione dei composti organici con la rimozione di due
atomi di idrogeno (Nannipieri et al., 1990).
Molte deidrogenasi specifiche trasferiscono gli atomi di idrogeno rimossi
alla molecola della nicotinamide adenin-dinucleotide (NAD+) o nicotinamide
adenin-dinucleotide fosfato (NADP+) (Ceccanti and Masciandaro, 2004).
L’attivita` deidrogenasica totale del suolo e` la sommatoria delle attivita` di
varie deidrogernasi, che sono parte integrante dei sistemi enzimatici di tutti
i microrganismi.
L’attivita` deidrogenasica propria, ad opera dei microrganismi, puo` essere
confusa con quella fenolossidasica extracellulare e con l’azione di composti
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inorganici che catalizzano la stessa reazione. Gli enzimi che catalizzano tale
processo possono essere di vario tipo pur essendo altamente specifici (Casida
et al., 1964).
L’attivita` deidrogenasica risulta quindi un buon indicatore dei sistemi
microbiologici redox e puo` essere considerata una buona misura dell’attivita`
microbica ossidativa del suolo (Skujins, 1973).
Questi enzimi sono parte integrante dei microrganismi. La loro attivita`
e` correlata negativamente con la presenza di alcuni composti tossici quali
i fenoli, mentre e` correlata positivamente con l’evoluzione della CO2, con
l’attivita` proteolitica ed il potenziale di nitrificazione (Casida et al., 1964).
L’aggiunta di Fe2O3, MnO2, SO
–
4, PO
–
4 e Cl
– al substrato stimola l’attivita`
deidrogenasica mentre NO–3, NO
–
2 e Fe
+++ sembrano inibirla forse perche`
possibili ed alternativi accettori di elettroni (Casida et al., 1964).
Il metodo applicato prevede la determinazione dell’attivita` deidrogena-
sica di un terreno in seguito al dosaggio colorimetrico del 2,3,5 trifenilforma-
zano (TPF) prodotto dalla riduzione da parte dei microrganismi presenti,
del cloruro di 2,3,5 trifeniltetrazolio (TTC) come mostrato nella Formula
5.5.
C
N N
N N+Cl−
TTC
+ 2H+ + 2e−
C
N NH
N N
TPF
+ HCl
Formula 5.5: Riduzione del TTC a TPF per misurazione attivita` deidrogenasica
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Il metodo prevede, come fase iniziale, l’aggiunta al terreno (300mg) di
una soluzione tampone tris-maleato 0,1 M pH 7,0 (0, 3ml) e di una solu-
zione TTC al 3% in tampone tris-maleato (0, 075ml). Previa agitazione di
pochi secondi in agitatore meccanico si pongono i campioni in stufa alla
temperatura costante di 37 ℃ per 24 ore.
Al termine del periodo di incubazione si aggiunge metanolo (6ml) e si
estrae agitando per circa 10′ a 120 colpi al minuto. Successivamente filtrare
con filtri Whatman n.42, porre l’estratto in cuvetta e procedere a lettura
spettrofotometrica.
La curva di tatatura e` stata realizzata con un solo punto alla concen-
trazione di 10 ppm di TPF (l’altro punto e` costituito dallo 0) in quanto si
e` osservato che nell’intervallo preso in considerazione l’assorbanza dei cam-
pioni e` direttamente proporzionale alla loro concentrazione. La soluzione
contenente 10 ppm di TPF e` stata preparata prelevando 10ml della soluzio-
ne standard “madre”, diluiti fino a 100ml, quindi prelevare 1ml e diluirlo
nuovamente fino a 10ml.
Dalla lettura spettrofotometrica si ottengono i valori della concentrazione
(espressa in ppm) del campione. Moltiplicando per la quantita` di liquido
usata otterremo la quantita` di TPF prodotta da 300mg di terreno in 24 ore.
Con la seguente formula si calcola il risultato definitivo con valore espresso
in µg TPF/g · h.
µg TPF/g · h = V. lettura · 6, 375
0, 3 · 24
dove:
6, 375 = quantita` di liquido usata
0, 3 = grammi di terreno effettivamente usati
24 = ore di incubazione
5.3.4 Catalasi
La catalasi ha una funzione detossificante nelle cellule catalizzando la reazio-
ne che trasforma l’acqua ossigenata (dannosa in quanto ossiderebbe i gruppi
−SH delle proteine) in acqua e ossigeno.
H2O2 4OH
− Catalasi O2 + 2H2O
Formula 5.6: Reazione Catalasi
Tutti i batteri aerobici e molti di quelli anaerobici facoltativi hanno
attivita` catalasica.
La catalasi e` significativamente correlata con il contenuto di sostanza or-
ganica e diminuisce con l’aumentare della profondita` del suolo (Beck, 1971).
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Il metodo di analisi si basa sulla determinazione volumetrica dell’ossigeno
liberato dopo incubazione del suolo con H2O2 per un dato lasso di tempo.
La prima fase consiste nel porre il campione (5g) in una beuta aggiun-
gendo una soluzione di tampone fosfato pH 6,8 (10ml) lasciando incubare a
temperatura ambiente per 30′. Per ogni campione va inoltre preparato un
controllo con ulteriore aggiunta di sodio azide al 6,5% (1ml). In questo mo-
do, tramite differenza, possiamo determinare la formazione di O2 dovuta a
catalizzatori inorganici (Ladd, 1978). Al termine del periodo di incubazione,
per misurare l’attivita` catalasica, facciamo reagire sotto continua agitazio-
ne, per 3′, 5ml di H2O2 al 3%, pipettati nel piccolo beker dell’apparato di
Scheibler, posti dentro la beuta.
Per la determinazione dell’O2 potenzialmente presente si aggiungono,
al posto del terreno, in una beuta, 0, 5g di MnO2 e 20ml di soluzione di
Na2CO3 al 10% al posto del terreno.
A questo punto e` possibile procedere con i calcoli:
%O2/g · 3min = A−B
T · P · 100
dove:
A = ml O2 sviluppatosi nel campione
B = ml O2 sviluppatosi nel controllo
T = ml O2 potenzialmente presente
P = peso secco del campione
5.3.5 Lipasi
Molti sono i lipidi presenti nel suolo. La loro forma predominante e` quella di
trigliceride, costituente la principale forma di accumulo dei grassi all’interno
dei tessuti di piante e animali.
Al processo di degradazione dei lipidi partecipano le lipasi portando alla
liberazione di glicerolo e acidi grassi.
CH
CH2 O C
O
R
CH2 O C
O
R
O C
O
R + H2O
Lipasi
CHOH
CH2OH
CH2OH
+ 3 ·HO C
O
R
Formula 5.7: Reazione idrolisi dei Trigliceridi
L’enzima sopra menzionato viene prodotto da una larga varieta` di mi-
crorganismi, animali e piante.
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Da studi recenti si dimostra una forte correlazione esistente tra l’inquina-
mento organico del suolo ed una sviluppata attivita` lipasica (Margesin et al.,
2001); tale attivita` percio` risulta un valido strumento nella monitorizzazione
della biodegradazione dei contaminanti organici.
La determinazione dell’attivita` lipasica si basa sulla determinazione per
via colorimetrica del rilascio del para-nitrofenolo (PNF), dopo l’incubazione
dei campioni con para-nitrofenilbutirrato (substrato di reazione).
In accordo con Margesin et al. (2001), sono stati pesati 100mg di terreno
secco e posti in un tubo da centrifuga. Per mantenere un pH costante di 7,25
vengono aggiunti 5ml di tampone NaHPO4/NaOH 0,1M. La preparazione
del tampone segue il procedimento seguente:
• NaH2PO4, 6, 9g;
• H2O distillata, 300ml;
• portare a pH 7,25 con NaOH 0,25N;
• portare a volume in un matraccio tarato 500ml.
Successivamente, utilizzando gli stessi tubi da centrifuga, si mantiene il
prodotto ad una temperatura costante di 30 ℃ per 10′ in bagnomaria.
Al termine, si aggiungono 50µl di substrato di reazione (pNPB) mante-
nendo ulteriormente la temperatura costante di 30 ℃per 10′ in bagnomaria.
A questo punto si passa ad una temperatura di 4 ℃ in bagno di ghiaccio,
per bloccare la reazione, per ulteriori 10′; al termine del quale si centrifuga
a 2000 rpm a 2-4 ℃ per 5′.
Mantenendo i tubi in ghiaccio, pipettiamo il surnatante in cuvetta e
procediamo alla lettura spettrofotometrica ad una lunghezza d’onda di 400
nm.
Viene inoltre preparato un controllo, seguendo la stessa metodica, ma
senza l’aggiunta del terreno.
Il valore della lettura relativo al controllo viene sottratto al valore della
lettura relativa al campione ed il risultato ottenuto si moltiplica per un
fattore 10 ottenendo come risultato µg PNP/g suolo · 10′.
5.4 Analisi gas-cromatografica (GC)
La gascromatografia, nota anche come GC, e` una tecnica cromatografica
impiegata a scopo analitico. Si tratta di una tecnica di chimica analitica
piuttosto diffusa, che si basa sulla ripartizione della miscela da analizzare
tra una fase stazionaria ed una fase mobile, in funzione della diversa affinita`
di ogni sostanza della miscela con le fasi (Amandola and Terreni, 1997).
Il gas-cromatografo da noi utlizzato e` composto dalle seguenti parti:
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• sistema di alimentazione gas di trasporto (carrier): si tratta
di bombole di gas inerte (azoto, elio, argon). Lo scopo principale
e´ quello di trascinare i componenti della miscela in analisi lungo la
colonna cromatografica. Nel nostro studio e` stato utilizzato l’azoto;
• iniettore: assicura l’istantanea vaporizzazione del campione (1 µl);
• sistema di alimentazione dei gas: rivelatore a ionizzazione di
fiamma (FID) alimentato da una miscela idrogeno ed aria;
• colonna: le colonne sono alloggiate in una camera termostatica. La
colonna utilizzata e` una PetrocolTM DH 50.2 avente le seguenti misu-
re: 50m · 0, 2mm · 0, 5µm. La temperatura di esercizio e` programmata
con un minimo a 50 ℃ e un massimo a 250 ℃ per un incremento di 2
℃/min.
• rivelatore: e` un dispositivo con la funzione di indicare la presenza
del componente all’uscita e di fornire la misura della concentrazione
di esso nel gas di trasporto;
• registratore: realizza il tracciato cromatografico.
Il funzionamento e` il seguente: la bombola contiene il gas che costituira` la
fase mobile (carrier), questo viene purificato tramite alcune trappole prima
di essere inserito in colonna. La colonna cromatografica contenente la fase
stazionaria e` posta all’interno di una camera opportunamente termostata
allo scopo di mantenere in fase gassosa i vari costituenti della miscela da
separare. Tramite l’iniettore s’introduce la miscela da analizzare in colonna
dove alla fine di essa e` posto un rivelatore in grado di evidenziare le varie
sostanze che fuoriescono in tempi diversi emettendo un segnale con una
intensita` proporzionale alla loro concentrazione, il segnale viene registrato
da uno strumento che dara` cos`ı luogo al cromatogramma.
Ogni sostanza in uscita dalla colonna genera un segnale che verra` regi-
strato sotto forma di “picco”. Ogni “picco” e` caratterizzato da:
• altezza del picco: e` la distanza fra il massimo del picco e la sua base,
misurata perpendicolarmente all’asse X;
• ampiezza del picco: e` il segmento delimitato sulla base del picco dai
punti di intersezione con l’asse delle X.
La successione dei vari picchi, corrispondenti alle varie sostanze in uscita
dalla colonna, costituisce il cromatogramma.
Oltre a altezza e ampiezza dei picchi si determinano due parametri
essenziali:
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Figura 5.2: Schema essenziale GC
• tempo di ritenzione, e` il tempo impiegato tra l’iniezione del campio-
ne e la registrazione del massimo del picco, dipende dalla natura della
sostanza, dalla colonna e dalle condizioni operative; e` fondamentale
per le analisi qualitative;
• area del picco e` la superficie delimitata dal contorno del picco e la
linea di base, dipende dalla quantita` di sostanza in uscita e dalle ca-
ratteristiche del rivelatore; e` fondamentale per le analisi quantitative.
Uno dei grossi vantaggi che offre la gascromatografia e` proprio la pos-
sibilita` di dare informazioni di tipo quantitativo. Infatti e` possibile avere
informazioni sia sulle quantita` relative delle varie sostanze presenti in una
miscela sia sulla quantita` assoluta di ciascun componente. L’analisi quanti-
tativa e` basata sul fatto che l’area del picco cromatografico e` funzione della
quantita` di sostanza, pertanto la misura dell’area dei picchi permette di
risalire alla concentrazione di ciascuna sostanza.
L’estratto da iniettare per l’analisi gas-cromatografica viene ricavato, per
ciascun campione, in corrispondenza dei periodi di analisi, da un prelievo
di terreno umido di circa 2g immediatamente disciolto in acetone (rapporto
1 : 10).
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Successivamente il campione viene sonicato con sonicatore Ultrasonic
Processor (Mod. GEX 500) per 20′, centrifugato per 10′ a 10000 rpm e
filtrato con filtri veloci Whatman n.41 in presenza di solfato di sodio anidro
al fine di trattenere l’umidita`.
In seguito alla filtrazione, prelevato il filtrato, si immette in un palloncino
da 50 ml e si porta a secco con Rotavapor®. Al ternime, prima che il
campione sia pronto per l’analisi, si riprende l’essiccato con 1ml esatto di
acetone contenente 500µg ·g−1 di Decano, utilizzato come Standard Interno.
5.5 Analisi statistica dei risultati sperimentali
L’analisi della varianza a due vie e` stata applicata a tutti i parametri,
considerando:
• k trattamenti che devono essere studiati nell’esperimento. Campioni
indipendenti di taglia n1, n2, n3, sono stati replicati rispettivamente
da ognuno dei k trattamenti.
• Abbiamo N unita` sperimentali (analisi biologiche) e si vogliono stu-
diare gli effetti di k sulle diverse attivita`
Da qui si assume che:
H0 : µ1 = µ2 = µ3
H1 : µ1 6= µ2 6= µ3
L’ipotesi H0 saggia l’eventualita` che tutte le medie non differiscano
tra loro per un grado di significativita` P<0.05. Per contro, verificata l’i-
potesi H1, tutte le medie differiscono tra loro, quindi, gli effetti sono
significativi per un grado di significativita` P<0.05.
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6.1 Risultati e discussione
6.1.1 Evoluzione parametri biologici e biochimici
Al momento del primo campionamento non si registra alcun effetto significa-
tivo sul contenuto di ATP, rappresentativo di biomassa microbica, sia da par-
te dei contaminanti che dei due biostimolanti, applicati al suolo contaminato
e al controllo ad entrambe le dosi (Tab. 6.1a;6.1b e Fig.6.1).
ATP
ngATP/g suolo
epoca prelievi
Tratt. 15/02 19/02 26/02 28/03
Controllo 12,30 defg 12,65 defg 6,33 fg 24,23 cd
AU50 2,73 g 5,58 fg 1,28 g 25,04 cd
AU25 2,95 g 5,93 fg 3,76 fg 27,11 c
VI50 1,86 g 27,11 c 16,35 cdef 195,27 a
VI25 10,31 efg 20,84 cde 4,82 fg 52,56 b
(a) suoli non esposti alla contaminazione
ATP
ngATP/g suolo
epoca prelievi
Tratt. 15/02 19/02 26/02 28/03
Controllo 12,30 fgh 12,65 fgh 6,33 gh 24,23 def
Con. cont. 6,18 gh 24,89 de 2,82 h 15,04 efg
SC+AU50 4,64 gh 10,76 gh 4,21 gh 46,88 b
SC+AU25 4,61 gh 14,44 efgh 3,04 gh 34,10 cd
SC+VI50 6,00 gh 4,95 gh 5,72 gh 291,25 a
SC+VI25 9,13 gh 42,38 bc 7,39 gh 11,19 gh
(b) suoli contaminati
Tabella 6.1: Contenuto di ATP
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Figura 6.1: Contenuto di ATP in suoli contaminati
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Dato che l’ATP costituisce un fondamentale prodotto energetico all’in-
terno del metabolismo microbico, l’assenza di inibizione indica che gli idro-
carburi non sono in grado di sopprimere la popolazione dei microrganismi
e/o la loro attivita`.
Tejada et al. (2011b) avevano riscontrato una consistente riduzione del
contenuto di ATP durante il periodo di osservazione provocato dall’aggiunta
di 50 e 100 µg · g−1 di benzo[a]pirene, sottolineando il loro effetto tossico
sulla flora microbica. Lee et al. (2008) riportano un incremento nel numero
di microrganismi in seguito all’aggiunta di fenantrene e pirene, ma relativo
solo al periodo iniziale di 40 giorni.
Nel presente studio si segnala l’assenza, sia da parte di fenantrene che di
pirene (meno tossici rispetto al benzo[a]pirene), di un effetto inibente sulla
biomassa al II campionamento, con l’eccezione del trattamento con Viva®
quando applicato alla dose minore che determina un incremento significativo
dei microrganismi. Tuttavia tale effetto scompare nell’arco di una settimana
(III campionamento) quando si verifica una notevole uniformita` di valori nel
contenuto di biomassa, che si attesta su pochi ngATP/g suolo.
Dopo circa un mese, al IV campionamento, si registra un forte incre-
mento di biomassa microbica, che appare particolarmente stimolata dall’ap-
plicazione di Viva® distribuito alla dose piu` elevata, ma che si verifica con
l’applicazione di entrambi i biostimolanti, ad entrambe le dosi, in maniera
maggiormente significativa nelle prove che prevedevano la contaminazione.
Un effetto positivo sul contenuto di ATP era gia` stato messo in evidenza da
Tejada et al. (2011b) in suoli trattati con vari tipi di biostimolanti e da Ros
et al. (2006).
L’aggiunta dei contaminanti non pare influenzare l’attivita` lipasica, (Tab.
6.2b e Fig. 6.2), per tutto il periodo delle osservazioni, nonostante che i due
composti idrocarburici costituiscano un possibile substrato per questo tipo
di enzima (Gaskin and Bentham, 2010; Margesin et al., 2007). Entrambi i
biostimolanti, in particolare AU15%®, esercitano una forte azione positiva
sui livelli dell’attivita` enzimatica, sia nei suoli contaminati che nel control-
lo non trattato (Tab. 6.2a; 6.2b) che cresce significativamente nel tempo
senza raggiungere una stabilizzazione dei valori. Sia AU15%® che Viva®
mostrano un significativo effetto “dose” che si protrae per tutto il periodo
dell’incubazione. Meno efficace pare Viva® alla dose 25 TS.O. · ha−1, che
impiega piu` tempo per provocare la stimolazione dell’enzima.
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Lipasi
µg PNP/g suolo · 10′
epoca prelievi
Tratt. 15/02 19/02 26/02 28/03
Controllo 38,07 hij 60,00 hi 21,10 ij 78,06 h
AU50 860,26 a 787,05 b 908,10 a 606,21 c
AU25 420,06 de 403,80 e 473,72 d 406,63 e
VI50 203,62 g 182,45 g 305,53 f 296,58 f
VI25 32,33 hij 69,75 hi 202,12 g 222,72 g
(a) suoli non esposti alla contaminazione
Lipasi
µg PNP/g suolo · 10′
epoca prelievi
Tratt. 15/02 19/02 26/02 28/03
Controllo 38,07 klm 60,00 klm 21,10 m 78,06 klm
Con. cont. 10,00 m 25,00 m 45,03 klm 67,34 klm
SC+AU50 758,60 c 899,07 b 1065,55 a 635,40 d
SC+AU25 366,72 f 477,22 e 547,25 e 329,78 fg
SC+VI50 236,73 hi 289,07 gh 313,45 fg 260,96 gh
SC+VI25 90.05 kl 97,27 kl 169,62 ij 104,98 jk
(b) suoli contaminati
Tabella 6.2: Attivita` lipasica
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Figura 6.2: Attivita` lipasica in suoli contaminati
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Per quanto concerne la fosfatasi (Tab. 6.3b e Fig. 6.3) si rileva un
effetto inibente in presenza di contaminanti che inizia al momento del II
campionamento e prosegue fino al termine dell’incubazione.
Fosfatasi
µg p−nitrofenolo/g · h
epoca prelievi
Tratt. 15/02 19/02 26/02 28/03
Controllo 71,44 a 5,92 g 38,33 cd 59,54 ab
AU50 9,59 efg 8,33 fg 11,00 efg 16,48 efg
AU25 43,65 bc 7,59 fg 12,00 efg 16,83 efg
VI50 25,00 de 6,87 fg 3,32 g 1,74 g
VI25 70,41 a 3,74 g 34,08 cd 22,52 def
(a) suoli non esposti alla contaminazione
Fosfatasi
µg p−nitrofenolo/g · h
epoca prelievi
Tratt. 15/02 19/02 26/02 28/03
Controllo 71,44 ab 5,92 ij 38,33 def 59,54 bc
Con. cont. 78,86 a 4,28 ij 5,77 ij 17,70 ghi
SC+AU50 45,97 cde 0,22 j 6,71 ij 24,96 fgh
SC+AU25 68,21 ab 8,19 ij 0,50 j 31,73 efg
SC+VI50 46,25 cde 9,84 ij 11,98 hij 12,00 hij
SC+VI25 51,83 cd 10,48 hij 5,90 ij 18,03 ghi
(b) suoli contaminati
Tabella 6.3: Attivita` fosfatasica
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Figura 6.3: Attivita` fosfatasica in suoli contaminati
L’aggiunta di biostimolanti al suolo inquinato e, in genere, anche nei cam-
pioni privi di contaminazione, sembra indurre gia` inizialmente e per tutte le
dosi, una inibizione dell’attivita` fosfatasica (Tab. 6.3a; 6.3b). I valori delle
tesi trattate si mantengono molto bassi per i 2 campionamenti successivi e
solamente verso il termine dell’incubazione si assiste ad un parziale recu-
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pero dell’attivita`, con valori che, peraltro, si mantengono statisticamente
differenti rispetto al controllo.
L’attivita` ureasica (Tab. 6.4a;6.4b e in Fig.6.4) non subisce, per i primi
3 campionamenti, alcuna particolare modifica ne´ da parte dell’aggiunta dei
contaminanti ne´ in seguito alla somministrazione dei 2 biostimolanti al suolo
contaminato.
Ureasi
µg N−NH+4 /g · 3h
epoca prelievi
Tratt. 15/02 19/02 26/02 28/03
Controllo 32,01 gh 42,88 gh 12,00 h 22,26 gh
AU50 35,26 gh 21,66 gh 38,66 gh 88,95 fgh
AU25 18,80 gh 6,37 h 52,97 fgh 116,79 fg
VI50 153,69 f 542,37 de 603,39 d 513,95 de
VI25 881,93 c 1422,13 a 1203,94 b 480,42 e
(a) suoli non esposti alla contaminazione
Ureasi
µg N−NH+4 /g · 3h
epoca prelievi
Tratt. 15/02 19/02 26/02 28/03
Controllo 32,01 f 42,88 f 12,00 f 22,26 f
Con. cont. 29,32 f 35,00 f 79,70 f 146,97 f
SC+AU50 63,09 f 49,20 f 66,13 f 419,14 d
SC+AU25 33,48 f 33,01 f 27,06 f 338,32 de
SC+VI50 14,63 f 37,29 f 85,61 f 2015,62 a
SC+VI25 144,97 f 973,72 c 1253,85 b 176,97 ef
(b) suoli contaminati
Tabella 6.4: Attivita` ureasica
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Figura 6.4: Attivita` ureasica in suoli contaminati
L’applicazione di Viva®, in particolare alla dose 25 TS.O. · ha−1, provo-
ca invece un notevole aumento dell’attivita` ureasica nel suolo contaminato,
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massima al III campionamento, mentre AU15%® non induce alcuna varia-
zione dell’attivita` enzimatica (Tab 6.4a). Tale andamento risulta in accordo
con i risultati riportati da Tejada et al. (2011a). Analizzando i dati presen-
ti in Tab. 6.4b si nota come Viva® alla concentrazione di 25 TS.O. · ha−1
determina un notevole incremento dell’attivita` dell’enzima gia` al secondo
campionamento sebbene con valori molto inferiori rispetto a quelli del suolo
non contaminato. L’assenza di effetti da parte di Viva® applicato alla do-
se maggiore potrebbe essere dovuta alla presenza nel prodotto di sostanze
che, con la massima dose di applicazione, sono in grado di recitare un ruolo
inibente. Tuttavia e` da notare che a distanza di 45 gg dall’inizio dell’incuba-
zione anche AU15%® alle 2 dosi di applicazione stimola l’attivita` enzimatica
e la dose pari a 50 TS.O. · ha−1 di Viva® determina la piu` elevata attivita`
ureasica, probabilmente in seguito ad un adattamento della flora microbica,
coinvolta nel ciclo dell’azoto, alla presenza del prodotto. Al termine dell’in-
cubazione il valore relativo a Viva® alla dose 25 TS.O. ·ha−1 non si discosta
molto da quello del controllo, come se l’effetto di biostimolazione si fosse
esaurito nel tempo. In merito alla catalasi (Tab. 6.5b e Fig. 6.5) si nota
come la contaminazione non ha ridotto la sua attivita`. Nel suolo non con-
taminato (Tab. 6.5a) l’attivita` catalasica viene aumentata dall’applicazione
di Viva®, inizialmente in corrispondenza della dose meno elevata, mentre
la dose maggiore esplica il suo potere biostimolante durante l’incubazione.
Non si registrano particolari influenze sulla catalasi da parte di AU15%®,
ad entrambe le dosi applicate.
Nel suolo contaminato, Viva®, alla concentrazione di 25 TS.O. · ha−1,
incrementa fortemente la catalasi che poi si mantiene la piu` elevata an-
che nel tempo, con la sola eccezione del Viva®alla concentrazione maggiore
(50 TS.O. · ha−1) che, all’ultimo campionamento, si dimostra il piu` efficace
nello stimolare questo tipo di attivita` enzimatica. Piuttosto blanda l’azio-
ne stimolante di AU15%® che, per entrambe le dosi, mostra spesso valori
statisticamente simili al controllo, sia contaminato che non trattato.
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Catalasi
%O2/g · 3min
epoca prelievi
Tratt. 15/02 19/02 26/02 28/03
Controllo 0,66 kl 0,93 kl 0,88 kl 1,14 jkl
AU50 1,74 ghij 1,15 ijkl 0,68 kl 2,47 g
AU25 1,27 hijk 0,58 kl 0,64 kl 1,97 gh
VI50 0,43 l 1,89 ghi 15,08 c 19,37 a
VI25 16,10 b 9,77 e 11,70 d 5,61 f
(a) suoli non esposti alla contaminazione
Catalasi
%O2/g · 3min
epoca prelievi
Tratt. 15/02 19/02 26/02 28/03
Controllo 0,66 ij 0,93 hij 0,88 hij 1,14 ghi
Con. cont. 0,95 hij 0,68 ij 0,70 ij 3,13 f
SC+AU50 2,14 g 1,23 ghi 4,92 e 1,97 g
SC+AU25 1,83 gh 1,71 gh 3,33 f 3,19 f
SC+VI50 0,21 j 0,18 j 7,60 d 19,50 a
SC+VI25 11,83 c 7,82 d 12,21 bc 12,85 b
(b) suoli contaminanti
Tabella 6.5: Attivita` catalasica
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Figura 6.5: Attivita` catalasica in suoli contaminanti
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I risultati relativi alla contaminazione con i due composti idrocarburici
non mostrano particolari effetti sull’attivita` deidrogenasica (Tab. 6.6b e Fig.
6.6).
Deidrogenasi
µg TPF/g · h
epoca prelievi
Tratt. 15/02 19/02 26/02 28/03
Controllo 0,19 h 0,19 h 0,55 fg 0,51 fg
AU50 0,57 fg 0,98 de 0,44 fgh 0,53 fg
AU25 0,36 gh 0,51 fg 0,32 gh 0,55 fg
VI50 1,24 cd 1,40 c 2,35 a 1,47 bc
VI25 1,76 b 1,20 cd 0,74 ef 0,73 ef
(a) suoli non esposti alla contaminazione
Deidrogenasi
µg TPF/g · h
epoca prelievi
Tratt. 15/02 19/02 26/02 28/03
Controllo 0,19 defg 0,19 defg 0,55 cde 0,51 cdef
Con. cont. 0,05 g 0,22 defg 0,20 defg 0,57 cde
SC+AU50 0,17 efg 0,38 cdefg 0,64 bcd 0,61 bde
SC+AU25 0,07 fg 0,34 defg 1,06 b 0,43 cdefg
SC+VI50 0,35 defg 1,69 a 1.82 a 1,84 a
SC+VI25 0,17 efg 0,51 cdef 1,04 b 0,57 cde
(b) suoli contaminati
Tabella 6.6: Attivita` deidrogenasica
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Figura 6.6: Attivita` deidrogenasica in suoli contaminati
Nel suolo non trattato con gli idrocarburi l’applicazione di AU15%®,
per entrambe le dosi, induce solo un modesto effetto biostimolante e soltanto
per il breve periodo relativo ai primi due campionamenti. Viva® determina
un effetto piu` marcato, con i maggiori incrementi di attivita` ai primi due
campionamenti per la dose 25 TS.O.·ha−1 e alle fasi finali dell’incubazione per
la dose maggiore (Tab. 6.6a). Un generale incremento della deidrogenasi era
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gia` stato riscontrato da Tejada et al. (2011a). Un differente comportamento
dei biostimolanti, sia stimolante che inibente, sull’attivita` deidrogenasica era
stato segnalato da Chen et al. (2002).
L’applicazione dei due biostimolanti al suolo contaminato (Tab. 6.6b e
Fig. 6.6) non produce effetti degni di nota sull’enzima, con l’eccezione del
Viva® applicato alla dose piu` elevata che pare stimolare l’attivita` deidro-
genasica a partire dal secondo campionamento, con valori che si presentano
tre volte piu` elevati rispetto alle altre tesi monitorate.
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6.1.2 Evoluzione dell’inquinante
La persistenza degli idrocarburi policiclici aromatici nell’ambiente dipende
dalle caratteristiche fisiche e chimiche del composto stesso e da una serie di
fattori fisici, chimici, biologici e ambientali. Quest’ultimi possono influenzare
la velocita` e il grado di degradazione degli idrocarburi policiclici. L’attivita`
degradativa puo` non verificarsi a causa della mancanza di nutrienti essenziali
(come azoto, fosforo, potassio), substrati di crescita, temperature non otti-
male, disponibilita` di ossigeno e pH (Juhasz and Naidu, 2000). Gli IPA sono
degradati da foto-ossidazione e da ossidazione chimica (Shiaris, 1989), ma
la degradazione biologica e` probabilmente la via prevalente (Mueller et al.,
1990).
In accordo con Juhasz and Naidu (2000) molte specie di batteri, funghi
e alghe possono degradare gran parte degli inquinanti policiclici in maniera
inversamente proporzionale al numero di anelli presenti nel composto.
La degradazione microbica di idrocarburi contenenti fino a tre anelli
(naftalene, fenantrene) e` stata ampiamente studiata e ben documentata da
diGrazia et al. (1991); Grifoll et al. (1995); Sutherland et al. (1990). Tut-
tavia vi e` una scarsita` di informazioni sulle degradazione degli idrocarburi
contenenti quattro o piu` anelli aromatici (Juhasz and Naidu, 2000).
Le diossigenasi sono enzimi, appartenenti alle ossidoreduttasi, che ca-
talizzano reazioni nelle quali entrambi gli atomi della molecola di ossigeno
sono incorporati nei prodotti di reazione. L’ossidazione dell’anello, ad ope-
ra di questa classe di enzimi, e` di solito la prima tappa limitante la bio-
degradazione degli idrocarburi (Cerniglia, 1992). Successive ossidazioni dei
composti intermedi portano alla formazione di substrati per altri diossige-
nasi, le quali, operano per la scissione dell’anello (Atlas, 1981; Gibson and
Subramanian, 1984).
La scissione e quindi la completa degradazione degli anelli costituenti
gli idrocarburi ha come prodotto finale acido piruvico, acetico, succinico e
aldeidi, i quali, sono utilizzati dal microrganismi per la sintesi dei costituenti
cellulari e energia (Wilson, 1993).
Una volta che il primo anello aromatico e` stato degradato il secondo
viene attaccato nella stessa maniera (Atlas, 1981). Tuttavia, composti ad
alto peso molecolare come pirene o benzo[a]pirene vengono degradati con
difficolta` o non del tutto, a causa della loro bassa solubilita` in acqua, alta
energia di risonanza ed l’elevata tossicita` (Cerniglia, 1992; Wilson, 1993).
Pignatello and Xing (1996) hanno dimostrato inoltre che le difficolta` de-
gradative per molecole ad alto peso molecolare, come il benzo[a]pirene, deri-
vano anche dall’adsorbimento su matrice solida quali le argille e il materiale
umico, influenzando la biodisponibilita`, il trasporto e l’attivita` biologica.
Un elevato numero di meccanismi come le forze di van der Waals, legami
chimici, quali ionico e covalente, capacita` di scambio possono essere coinvol-
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ti nel processo adsorbente (Khan and Ivarson, 1982; Koskinen and Harper,
1990) aumentando il tempo di ritenzione dell’inquinante su matrice solida.
Le perdite di PAHs dal suolo contaminato possono essere dovute a nu-
merosi processi biotici quali la biotrasformazione in altre sostanze, la biode-
gradazione, oppure a dissipazioni di tipo abiotico quali la lisciviazione e la
volatilizzazione (April and Sims, 1990; Reilly et al., 1996; Shaw and Burns,
2003). Le perdite di fenantrene e pirene per volatilizzazione dal suolo, in
genere, sono improbabili a causa della loro tensione di vapore (Reilly et al.,
1996). Park et al. (1990) riportarono percentuali di volatilizzazione inferiori
allo 0,1% sia di fenantrene che di pirene in due diversi tipi di suolo.
Nel nostro studio le perdite per lisciviazione non sono possibili in quanto
l’esperimento e` stato condotto in contenitori chiusi, per cui non puo` essersi
formato alcun lisciviato che abbia potuto trasportare i due contaminanti.
Nonostante il suolo impiegato nel nostro esperimento sia stato un suolo
agricolo privo di alcuna storia di contaminazione con idrocarburi, i micror-
ganismi indigeni hanno mostrato una notevole capacita` di degradare questo
tipo di idrocarburi a 3 e 4 anelli aromatici (Formula 6.1).
Pirene
Fenantrene
Formula 6.1: Composizione degli inquinanti utilizzati nella prova
L’intensita` delle perdite dei due contamianti e` stata chiaramente influen-
zata dal tipo di composto (Tab. 6.7 e Tab. 6.8). Il fenantrene veniva ra-
pidamente e completamente degradato mentre il pirene subiva una minor
diminuzione di concentrazione. Questi risultati sono in accordo con molti
altri studi nei quali veniva riportato come la velocita` di degradazione degli
idrocarburi fosse inversamente proporzionale al loro peso molecolare (Juhasz
and Naidu, 2000).
Lee et al. (2008) in uno studio di fitodepurazione in ambiente controllato,
dove le perdite di idrocarburi erano imputabili esclusivamente a biodegra-
dazione, riporta che dopo 80 giorni la contaminazione da fenantrene era
diminuita del 99% mentre quella da pirene del 69%.
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Fenantrene
µg · g−1
epoca prelievi
Tratt. 15/02 19/02 26/02 28/03
Con. cont. 380,7 ab 338,7 bcd 293,4 d 11,2 f
SC+AU50 380,4 ab 371,2 ab 303,6 d 9,4 f
SC+AU25 413,4 a 394,9 ab 340,4 bcd 28,8 f
SC+VI50 349,8 bcd 333,2 bcd 312,7 cd 25,0 f
SC+VI25 379,2 ab 367,9 abc 365,2 ab 4,8 f
Tabella 6.7: Concentrazione residua del Fenantrene ottenuta tramite analisi GC
Dai dati in nostro possesso si vede come gia` dal primo campionamento si
registra una perdita significativa, dovuta alla degradazione del fenantrene e
riguardante tutti i campioni, pari a circa il 20% del quantitativo applicato al
suolo (Tab. 6.7 e Fig. 6.7). Nei successivi prelievi si assiste ad una graduale
e costante degradazione dell’inquinante con una perdita totale, al termine
dell’incubazione, di oltre il 95% rispetto al quantitativo iniziale di 500 µg ·
g−1. Da notare inoltre come l’utilizzo dei biostimolanti non sembra influire
sulla degradazione dei contaminanti organici e il loro impatto, in merito alla
degradazione del fenantrene, non e` cos`ı evidente nel breve periodo come per
le analisi delle attivita` biologiche. In particolare, l’applicazione di AU15%®
alla dose 25 TS.O. · ha−1, sembra lievemente rallentare, nei confronti del
controllo, la degradazione nell’arco dei primi 15 giorni salvo poi, al termine
dell’incubazione, ottenere la completa degradazione dell’inquinante al pari
delle altre tesi.
Pirene
µg · g−1
epoca prelievi
Tratt. 15/02 19/02 26/02 28/03
Con. cont. 420,0 abcde 363,3 defgh 363,9 defgh 339,4 h
SC+AU50 414,1 abcdef 396,6 abcdefgh 351,1 fgh 347,0 gh
SC+AU25 459,9 a 423,0 abcd 371,0 cdefgh 355,8 efgh
SC+VI50 435,9 abc 403,1 abcdefgh 388,3 bcdefgh 356,2 efgh
SC+VI25 450,3 ab 416,4 abcdef 410,0 abcdefg 369,3 defgh
Tabella 6.8: Concentrazione residua del Pirene ottenuta tramite analisi GC
In merito alla degradazione del pirene (Tab. 6.8e Fig. 6.8) si nota co-
me, al termine dell’incubazione, la percentuale residua nei campioni e` pari
in media al 70%. Da notare inoltre come l’utilizzo dei biostimolanti non
condizioni in maniera evidente la degradazione dell’inquinante con valori
statisticamente uguali a quelli del controllo. Benche` in modo non stati-
sticamente significativo, il biostimolante Viva®, applicato alla dose di 25
TS.O. · h−1, pare lievemente ridurre l’azione degradativa dei microrganismi.
Si rileva infatti, una percentuale di riduzione nel tasso del pirene presente nel
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suolo inferiore a 20 contro una percentuale vicina a 30 per quanto riguarda
il controllo gia` al terzo prelievo.
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Figura 6.7: Concentrazione residua del Fenantrene nei vari campioni sottoposti a
contaminazione
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Figura 6.8: Concentrazione residua del Pirene nei vari campioni sottoposti a
contaminazione
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6.2 Conclusioni
Dall’insieme dei dati sull’attivita` biologica e dalla valutazione dei croma-
togrammi, risultanti dalle analisi gas-cromatografiche sulle percentuali di
degradazione dell’inquinante, e` possibile trarre le seguenti conclusioni gene-
rali.
L’applicazione dei 2 biostimolanti (Viva® e AU15%®) al terreno ha
fatto registrare un generale aumento delle attivita` enzimatiche analizzate
che, inoltre, risultano influenzate oltre che dal tipo di biostimolante, anche
dalla sua concentrazione.
Il quadro relativo all’attivita` biologica del suolo evidenzia una diversita`
di comportamento da parte dei due biostimolanti testati, che producono i
loro effetti a tempi diversi nei confronti delle varie attivita` enzimatiche.
Tra i due prodotti, Viva® appare il piu` efficace nei vari casi, nonostante
non esplichi alcun importante effetto sull’attivita` fosfatasica. Per quanto
riguarda la dose, la piu` bassa sembra maggiormente efficace soprattutto
all’inizio dei trattamenti; quando, probabilmente, la dose piu` elevata e` ec-
cessiva. Verso la fine del periodo di incubazione la dose 50 TS.O. · ha−1 di
Viva® appare invece quella piu` efficace nello stimolare l’attivita` biologica
nel suo complesso.
Il maggior effetto biostimolante indotto da Viva® e` probabilmente ri-
conducibile alla natura del prodotto. Valagro Viva® e` un biostimolante
commercialmente rivolto oltre che alla stimolazione dell’apparato radica-
le anche a quella della flora microbica del suolo. Diversamente, AU15%®
contribuisce alla fertilita` del terreno mantenendo gli elementi nutritivi mag-
giormente disponibili per l’ecosistema suolo. Sempre a riguardo si evidenzia
come, in seguito ai risultati dei nostri studi, la presenza dei due contaminanti
non provoca effetti marcati sulle attivita` monitorate.
Durante il periodo di incubazione monitorato (45 gg) e` stato riscon-
trato come la degradazione degli idrocarburi risulti in misura inversamente
proporzionale al peso molecolare, in totale accordo con la letteratura scien-
tifica sull’argomento. Dai cromatogrammi analizzati si segnala la completa
decomposizione del fenantrene, molecola di minore peso molecolare costi-
tuita da 3 anelli idrocarburici. Il pirene, molecola a piu` alto peso moleco-
lare formata da 4 anelli idrocarburici, presenta invece una percentuale di
degradazione prossima al 30%.
L’applicazione dei 2 biostimolanti, inoltre, per entrambe le dosi, non
determina variazioni significative sull’andamento e entita` del processo di
bio-degradazione dei 2 inquinanti organici.
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